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Zahlreiche Geschichten und Legenden, angefangen von den frühen Hochkulturen bis hinein in die 
moderne Populärliteratur, zeugen von dem Wunsch der Menschen das Altern zu verlangsamen. Viele 
Forscher gehen davon aus, dass genau dies notwendig sein wird, um den seit einigen Jahrzehnten 
anhaltenden Trend steigender Lebenserwartungen auch in Zukunft fortsetzen zu können und halten es für 
wahrscheinlich, dass ein verbessertes Verständnis des Alternsprozesses uns dahin führen wird. 
Um zu einem solchen Verständnis beizutragen, habe ich in dieser Arbeit mit bioinformatischen Mitteln 
nach der genetischen Basis natürlicherweise Weise vorhandener Unterschiede in der Lebenserwartung 
verschiedener Spezies gefahndet. Ich bediente mich dabei der Methode der genomweiten Suche nach 
positiv selektierten Genen (PSGs), die auf dem Vergleich der proteinkodierenden Sequenzen 
verschiedener Spezies beruht. Dazu habe ich verschiedene Software-Werkzeuge entwickelt und diese in 
dem Programm PosiGene zusammengefasst. PosiGene ist das erste öffentliche verfügbare Programm, das 
es ermöglicht PSGs genomweit auf beliebigen, vom Nutzer ausgewählten evolutionären Zweigen zu 
detektieren. Das erlaubt es allgemein – also über die in dieser Arbeit im Fokus stehende Alternsforschung 
hinaus – nach der genetischen Basis speziesspezifischer, phänotypischer Merkmale zu suchen. Die 
Offenlegung des Quellcodes in GitHub und die Bereitstellung einer installationslos, direkt nach dem 
Herunterladen einsatzfähigen Software ermöglicht eine breite Anwendung sowie eine kollektive 
Weiterentwicklung des Programmpakets zum Nutzen der wissenschaftlichen Gemeinschaft (Manuskript 
I).   
Konkret untersuchte ich mittels PosiGene zum einen die Verkürzung von Lebensspannen auf 
evolutionären Zweigen der Prachtgrundkärpflinge (Nothobranchius). Diese zählen mit 
Lebenserwartungen von z.T. nur sechs Monaten zu den kurzlebigsten Wirbeltierarten überhaupt. Zum 
anderen untersuchte ich die Verlängerung von Lebensspannen auf Zweigen der Nagetierfamilie der 
Sandgräber (Bathyergidae), deren Vertreter mit bis zu 30 Jahren um ein Vielfaches älter werden als die 
meisten anderen Nagetiere.  
Die erste Anwendung von PosiGene erfolgte im Rahmen der Genompublikation des Türkisen 
Prachtgrundkärpflings – des kurzlebigsten Vertreters der Gattung. Auf dem evolutionären Zweig dieser 
Spezies konnte ich sieben PSGs detektieren, von denen fünf während des Alterns bei diesem Fisch 
differentiell exprimiert werden und zwei bereits eine Rolle in der Alternsforschung spielen (Manuskript 
II). Zeitgleich damit erschien eine weitere Genompublikation des Türkisen Prachtgrundkärpflings, in der 
mehr als 500 PSGs detektiert worden waren. Ich bin der Frage nachgegangen, wie der große Unterschied 
in der Zahl der identifizierten PSGs – sieben zu 500 – zustande kommen konnte und habe exemplarisch 
gezeigt, dass die Auswahl der in die Analyse einbezogenen Spezies entscheidend sowohl für die 
Vergleichbarkeit als auch die Aussagekraft solcher Untersuchungen ist (Manuskript III). Zudem habe ich 
auf Zweigen von Vorfahren der heute lebenden Prachtgrundkärpflingsarten nach PSGs gefahndet, auf 
denen die Lebensspanne sehr wahrscheinlich stark verkürzt wurde. Im Ergebnis wurden PSGs in allen 
Schritten der mitochondrialen Biogenese identifiziert, wobei die meisten der Schritte im Sinne paralleler 
Evolution auf mehreren Zweigen gleichzeitig betroffen waren. Meine Arbeit unterstützt insbesondere 
mehrere experimentelle Studien, die vorgeschlagen haben, dass die koordinierte Synthese der 
Komponenten der mitochondrialen Atmungskette ein entscheidender Faktor für die Länge der 
Lebensspanne ist (Manuskript IV).  
Im Zusammenhang mit der Evolution von Langlebigkeit bei Sandgräbern habe ich festgestellt, dass das 
Immunsystem, die antioxidantielle Verteidigung, der Regulator von mTOR sowie Prozesse, die ihrerseits 





von Kurzlebigkeit – die mitochondriale Biogenese von positiver Selektion betroffen waren. Analysen der 
Expressionsrichtungen der PSGs während des Alterns von kurzlebigen Ratten und langlebigen 
Nacktmullen resultierten darüber hinaus in signifikanten und gegensätzlichen Expressionsmustern, die mit 
der Alternstheorie der antagonistischen Pleiotropie im Einklang stehen (Manuskript V). 
Insgesamt unterstreicht die Arbeit die Relevanz verschiedener biologischer Prozesse und Hypothesen für 
die Alternsforschung und liefert in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Reihe vielversprechender 
Genkandidaten, die als Ansatzpunkte für funktionelle Folgestudien genutzt werden können. Mit der 
Veröffentlichung von PosiGene habe ich zugleich die zur Generierung dieser Einsichten verwendete 
Methode fortentwickelt. Ich sehe meine Arbeit als einen Schritt hin zu einem verbesserten Verständnis 
des Alterns, das es uns eines, hoffentlich nicht allzu fernen Tages ermöglichen wird die Legenden über die 
Verlangsamung dieses Prozesses – und damit ein längeres und gesünderes Leben – ein Stück weit 










Many stories and legends, from the ancient civilizations to the modern popular literature, give evidence of 
the human wish to slow down aging. Numerous scientists assume that exactly this will be necessary to 
continue the lasting trend of rising life expectations from the last decades also in future. In addition, they 
consider it as a probable scenario that an improved understanding of the aging process will lead us to that 
point. 
To contribute to such an understanding, in this work I search by bioinformatical means for the genetic 
basis of natural differences in lifespan between species. I use the method of genome-wide searches for 
positively selected genes (PSGs) which is based on the comparison of protein coding sequences from 
different species. To this end, I developed several software tools and combined them into the program 
PosiGene. PosiGene is the first publicly available program that enables genome-wide detection of PSGs 
on arbitrary, user-chosen evolutionary branches. This allows to search in a general way – i.e. beyond 
aging research which is the focus of this work – to search for the genetic basis of species-specific 
phenotypic traits (Manuscript I). The publication of the source code in GitHub and the preparation of a 
software that is operational directly after download enables a broad application and a collective, further 
development of the program package for the benefit of the scientific community.  
In particular, I examine on one hand the reduction of lifespans on evolutionary branches of the 
Nothobranchius. Species from this fish genus are among the shortest-lived known vertebrates – with life 
expectancies that are in part only six months. On the other hand, I examine the extension of lifespans on 
branches of the rodent family of African mole-rats (Bathyergidae) whose representatives reach lifespans 
that are multiple times as long as those of most other rodent species.  
PosiGene was first applied in the context of the genome publication of Nothobranchius furzeri – the 
shortest-lived representative of the genus. On the evolutionary branch of this species I detected seven 
genes under positive selection. Five of these genes were differentially expressed during aging and two are 
already known to play a role in aging research (Manuscript II). At the same time, another genome 
publication of N. furzeri was published that detected more than 500 PSGs. I examined the question of how 
the big difference in the number of identified PSGs – 500 vs. seven – could emerge and showed that the 
selection of species that are included in the analysis is decisive both for comparability and explanatory 
power of such studies (Manuscript III). Furthermore, I searched for PSGs on branches of ancestors of 
today living Nothobranchius species on which lifespan was probably strongly reduced. As a result, PSGs 
in all steps of mitochondrial biogenesis were identified. Moreover, most of these steps were affected by 
positive selection on multiple branches in the sense of parallel evolution. My work supports especially 
multiple experimental studies that suggested that the coordinated synthesis of components of the 
mitochondrial respiratory chain is an important factor for the length of lifespan (Manuscript IV).      
In the context of evolution of longevity in African mole-rats I found the immune system, the antioxidant 
defense, the regulator of mTOR as well as processes that are regulated by mTOR such as translation, 
autophagy and – as seen before for the evolution of short lifespans – mitochondrial biogenesis were 
affected by positive selection. Analyses of expression directions of PSGs during aging of short-living rats 
and long-living naked mole-rats resulted in significant and contrary expression patterns that fit the aging 
theory of antagonistic pleiotropy (Manuscript V).     
Altogether, my work emphasizes the relevance of multiple biological processes and hypotheses for aging 
research and provides in this context a series of promising gene candidates that can be used as starting 
points for functional follow-up studies. At the same time, by the publication of PosiGene I improved the 





understanding of aging that will hopefully allow us to make the legends of slowed down aging become 
true to some extent in a not too distant future – and with that a longer and healthier life.       
.  
 





1. Altern im historischen und gesellschaftlichen Kontext 
Schon seit jeher waren Menschen von der Vorstellung fasziniert das Altern verlangsamen, anhalten oder 
sogar umkehren zu können. So sucht und findet Gilgamesch im gleichnamigen, aus der frühen Hochkultur 
Mesopotamiens stammenden Epos eine Pflanze, die alten Menschen die Jugend zurückbringt. In der 
griechischen Mythologie sorgt Ambrosia, die Speise der Götter, dafür, dass diese und ihre sterblichen 
Günstlinge niemals altern. Einen ähnlichen Effekt haben in der nordischen Mythologie die Äpfel der 
Göttin Idun, in den abendländischen Sagen der heilige Gral und in der modernen Populärliteratur, um nur 
eines von vielen Beispielen zu nennen, die Ringe der Macht in den Werken J.R.R. Tolkiens.  
Tatsächlich ist es insbesondere den modernen Industriegesellschaften gelungen, die Lebenserwartung in 
den letzten anderthalb Jahrhunderten stark zu erhöhen, sodass sie dort gegenwärtig so hoch ist wie nie 
zuvor in der Menschheitsgeschichte. In Deutschland stieg sie von weniger als 40 Jahren im 
Erhebungszeitraum von 1871-1881 auf etwa 80 Jahre im neuen Jahrtausend (Statistisches Bundesamt 
2016) (Abbildung 1). Allerdings werden die Steigerungen im späten 19. und frühen 20. Jahrhundert 
vorwiegend auf eine verbesserte Kontrolle der Verbreitung infektiöser Krankheiten, die Verringerung der 
Kindersterblichkeit und Verbesserungerungen des Lebensstandards der weniger begüterten sozialen 
Schichten zurückgeführt (Wilmoth 2000; Oeppen and Vaupel 2002; Sierra, et al. 2009; Olshansky 2015). 
Damit wurden zunächst vor allem die Todesraten von Jüngeren massiv gesenkt. Erst ab etwa Mitte des 20. 
Jahrhunderts gilt die Verminderung der Todesraten bei älteren Personen als Hauptfaktor für die Erhöhung 
der Lebenserwartung (Wilmoth 2000; Oeppen and Vaupel 2002; Christensen, et al. 2009; Olshansky 
2015). Parallel zur durchschnittlichen Lebensspanne wurde auch die maximale Lebensspanne erhöht: In 
Schweden von durchschnittlich 101 Jahren in den 1860ern auf 108 Jahren in den 1990ern (Wilmoth, et al. 
2000).  
 
Abbildung 1. Entwicklung der Lebenserwartung Neugeborener in Deutschland seit 1871/1881. Entnommen aus: (Statistisches 
Bundesamt 2016).  
Die wenigsten Menschen dürften sich jedoch eine Erhöhung ihrer Lebenspanne wünschen, die sich vor 
allem aus einer Verlängerung des Siechtums speist. Die Gefahr eines längeren Siechtums ist unmittelbar 
dadurch gegeben, dass für viele Krankheiten, insbesondere solche die die Lebensqualität stark vermindern 
können, die Erkrankungswahrscheinlichkeit dramatisch mit zunehmendem Lebensalter steigt, z.B. bei 
Herzkreislauferkrankungen, Alzheimer, Diabetes Typ 2, Arthrose, Krebs, Sarkopenie und Osteoporose 
(Butler, et al. 2008; Kaeberlein 2013; Pitt and Kaeberlein 2015). Gleichzeitig sind diese Krankheiten 




heutzutage auch selbst die verbreitetste Todesursache in den Industriegesellschaften (Butler, et al. 2008; 
Kaeberlein 2013). Analog zur Lebensspanne wird daher der Zeitraum als Gesundheitsspanne bezeichnet, 
in dem ein Mensch in weitgehender Abwesenheit von Schmerz sowie körperlichen und geistigen 
Einschränkungen fähig ist autonom zu leben (Kaeberlein 2013; Palacios, et al. 2015). Während der – 
meinem Eindruck nach – größere Teil der Literatur die Auffassung vertritt, die Gesundheitsspanne habe in 
den letzten Jahrzehnten in zumindest ähnlichem Tempo wie die Lebensspanne zugenommen (Schoeni, et 
al. 2008; Christensen, et al. 2009; Vaupel 2010; Fries, et al. 2011; Olshansky 2015; Palacios, et al. 2015), 
ist eine Minderheit der Ansicht sie hätte sich nicht wesentlich verändert (Braunseis, et al. 2012) oder sogar 
abgenommen (Crimmins and Beltran-Sanchez 2011; Galenkamp, et al. 2013). Aus gesellschaftlicher Sicht 
wäre es aus zwei Gründen wünschenswert, dass das Tempo der Erhöhung der Gesundheitsspanne 
mindestens mit dem der Erhöhung der Lebensspanne mithält: Erstens ist ein langes Siechtum für ein Land 
mit einem hochentwickelten und solidarischen Gesundheitssystem sehr kostenintensiv. Zweitens kann 
eine verlängerte Arbeitsfähigkeit dazu beitragen, dass die Wirtschaftskraft eines Landes trotz einer im 
Durchschnitt älter werdenden Bevölkerung erhalten bleibt (Sierra, et al. 2009; Vaupel 2010; Goldman, et 
al. 2013). 
Doch sind die in den letzten Jahrzehnten beobachteten Verlängerungen der Lebens- und 
Gesundheitsspannen, auch ein Hinweis darauf, dass wir heute langsamer altern als frühere Generationen? 
Das wird nur von sehr wenigen Autoren angenommen (Vaupel and Lundstrom 1994; Vaupel 2010). Die 
Mehrheit führt das Phänomen vor allem auf intensive medizinische Eingriffe und Verbesserungen der 
Hygiene sowie des öffentlichen Gesundheitswesens zurück, die schwere Krankheitsverläufe in immer 
spätere Lebensjahre verschoben hätten (Wilmoth 2000; Parker and Thorslund 2007; Butler, et al. 2008; 
Schoeni, et al. 2008; Crimmins and Beltran-Sanchez 2011; Kaeberlein 2013; Olshansky 2015). Dass diese 
herkömmliche Strategie vor allem auf Fortschritte in der medizinischen Behandlung alternsbedingter 
Krankheiten zu setzen ausreichen wird, um den Trend höherer Lebens- und Gesundheitserwartungen in 
Zukunft mit ähnlichem Tempo fortzusetzen, wird in der Literatur in etwa ebenso häufig prognostiziert 
(Wilmoth 2000; Oeppen and Vaupel 2002; Christensen, et al. 2009; Vaupel 2010) wie das Gegenteil 
(Harman 2001; Kaeberlein 2013; Crimmins 2015; Dong, et al. 2016). Letztere argumentieren, dass selbst 
wenn es gelänge einzelne der maßgeblichen, tödlichen Krankheiten vollständig auszumerzen, der Effekt 
auf Gesundheits- und Lebensspanne nur marginal wäre, weil für alle anderen dieser Krankheiten immer 
noch ein beinahe exponentieller Anstieg im letzten Lebensdrittel der Menschen zu verzeichnen wäre. Sie 
plädieren daher dafür die Strategie zu ändern und gezielt den gemeinsamen Nährboden – das Altern an 
sich – zu bekämpfen, um so alle hauptsächlichen Todesursachen gleichzeitig hinauszuschieben (Butler, et 
al. 2008; Farrelly 2008; Goldman, et al. 2013; Kaeberlein 2013; Crimmins 2015). Die Verteidiger der 
traditionellen Methode erwidern, dass sich (i) Annahmen über maximal zu erreichende 
Lebenserwartungen in der Vergangenheit immer wieder als falsch erwiesen hätten (Wilmoth 2000; 
Oeppen and Vaupel 2002; Vaupel 2010), (ii)  keine Abnahme des Trends der steigenden Lebensspannen 
zu beobachten sei wie es zu erwarten wäre, wenn man sich einem Maximum nähere (Wilmoth 2000; 
Oeppen and Vaupel 2002; Vaupel 2010) und (iii) sich Fortschritte in der Bekämpfung mehrerer 
Krankheiten gegenseitig synergetisch verstärken könnten (Sierra, et al. 2009; Vaupel 2010). 
Der Schwerpunkt der Alternsforschung kann also eher bei der weiteren Untersuchung alternsbedingter 
Krankheiten oder der Erforschung des Alterns an sich gesehen werden. Während die Wirksamkeit der 
ersten Herangehensweise im Hinblick auf die Zukunft, wie dargelegt, umstritten ist,  besteht allerdings 
eine bemerkenswerte Einigkeit über  das Potenzial der Zweiten: Man hält es für möglich (Vaupel 2010; 
Crimmins 2015) bis realistisch (Harman 2001; Butler, et al. 2008; Farrelly 2008; Sierra, et al. 2009; 
Goldman, et al. 2013; Kaeberlein 2013; Longo, et al. 2015; Olshansky 2015), dass ein verbessertes 




Verständnis des Alterns noch in den nächsten Dekaden dazu führen wird, dass man diesen Prozess wird 
verlangsamen können. Falls ein solches Verständnis erlangt werden kann, geht man davon aus, dass (i) 
sich die relative Gesundheitsspanne erhöhen bzw. das Siechtum zeitlich verdichten lassen wird (Butler, et 
al. 2008; Goldman, et al. 2013; Kaeberlein 2013; Longo, et al. 2015; Olshansky 2015), (ii) absolute 
Steigerungen der Lebens- und Gesundheisspanne erreicht werden, die ansonsten unmöglich seien 
(Harman 2001; Butler, et al. 2008; Goldman, et al. 2013; Kaeberlein 2013; Crimmins 2015; Olshansky 
2015) und (iii) eventuell die diesbezüglichen Entwicklungen der letzten Jahrzehnte sogar in den Schatten 
gestellt werden (Kaeberlein 2013).        
2. Altern und Alternsforschung 
Was ist „Altern“? In der Literatur wird eine Reihe von zumeist ähnlichen Definitionen verwendet. Um an 
dieser Stelle eine begriffliche Basis zu schaffen, möchte ich Altern nach (Strehler 1977) wie folgt 
definieren: Altern umfasst sämtliche mit dem chronologischen Älterwerden verbundenen physiologischen 
Veränderungen eines Organismus, die (i) in allen Mitgliedern einer Population über kurz oder lang 
auftreten, (ii) kontinuierlich voranschreiten, (iii) nicht durch Umweltfaktoren sondern als 
systemimmanente Eigenschaft hervorgerufen werden und (iv) zur Abnahme der Funktionsfähigkeit und 
letztlich zu einer erhöhten Todeswahrscheinlichkeit beitragen. Man sollte sich dabei aber bewusst sein, 
dass die vom Menschen und den meisten anderen Säugetieren bekannten Charakteristiken des 
Alternsverlaufs – also vor allem die Abnahme der Fruchtbarkeit und Zunahme der 
Sterbewahrscheinlichkeit mit dem Alter – nicht universell sind und Altern im Baum des Lebens sehr 
unterschiedlich ausgeprägt ist (Jones, et al. 2014). 
Um das Altern zu erforschen, wird versucht molekulare Marker des Alterns zu identifizieren. Ein breites 
Spektrum solcher Indizes, bei denen eine Korrelation mit dem chronologischen Alter beobachtet wurde, 
wird in der Forschung diskutiert, z.B.: sich verkürzenden Telomere, vermehrte Mutationen in der DNA, 
Verschleiß der Stammzellen, abnehmende Mitochondrienmasse, Zunahme ungefalteter Proteine sowie 
Veränderungen im Muster der Genexpression und epigenetischer Marker (Lopez-Otin, et al. 2013; Longo, 
et al. 2015; Pitt and Kaeberlein 2015) etc. Letztlich gibt es bislang aber keinen allgemein akzeptierten 
molekularen Marker des Alterns (Pitt and Kaeberlein 2015). 
Die Methoden der Alternsforschung sind bei weitem zu vielfältig, um sie im Rahmen dieser Arbeit 
erschöpfend zu behandeln. Daher möchte ich mich darauf beschränken einige Ansätze zu nennen, die 
m.E. viele der verwendeten Methoden abdecken:  
Es wird erforscht, ob und wie bestimmte Eingriffe die Alternsindizes ganzer biologische Systeme 
(Organismen, Organe, Gewebe, Zellen) verändern. Das betrifft bspw. die lebensverlängernden Effekte der 
Kalorienrestriktion (Carmona and Michan 2016), die Behandlung mit lebensverlängernden Substanzen 
wie Metformin (Onken and Driscoll 2010) oder Rapamaycin. Letzteres hat bspw. in der Maus zu 
durchschnittlichen Erhöhungen der Lebenspanne von 10-26% geführt (Miller, et al. 2014) und 
alternsbedingte Krankheiten hinausgeschoben (Johnson, et al. 2013). Weiterhin sind genetische Eingriffe 
zu nennen, bei denen einzelne Gene ausgeschaltet, gezielt in ihrer kodierenden Sequenz verändert oder 
über- bzw. unterexprimiert werden. Für hunderte Gene wurde gezeigt, dass ihre künstliche Veränderung 
in einer Verlängerung der Lebensspanne resultiert – allerdings zum überwiegenden Teil in Wirbellosen 
(Fontana, et al. 2010; Vaupel 2010).  
Ein Ansatz mit ähnlicher Zielstellung ist es, mögliche Ursachen natürlicherweise auftretender 
Unterschiede in der Alternsrate zu identifizieren. So wird bspw. im Rahmen genomweiter 
Assoziationsstudien nach Kandidatengenen gesucht, in denen bestimmte Allele statistisch gehäuft bei 




Individuen auftauchen, die sich als besonders lang- oder kurzlebig erwiesen haben. Bei Studien am 
Menschen tauchen bspw. Varianten des Gens APOE immer wieder als signifikanter Faktor für 
unterschiedliche Lebensspannen auf (Broer, et al. 2015). Weitere Arbeiten haben statt der intra-Spezies-
Variation die inter-Spezies-Variation zur Grundlage, vergleichen also lang- mit kurzlebigen Arten. 
(Jobson, et al. 2010; Semeiks and Grishin 2012; Seim, et al. 2013; Valenzano, et al. 2015). Da dies 
ebenfalls Thema meiner Arbeit ist, werde ich im nächsten Kapitel noch einmal genauer darauf eingehen. 
Die gezielte Erforschung von Arten mit extremen Alternsraten fällt ebenfalls in diese Kategorie. Beispiele 
dafür sind Untersuchungen an kurzlebigen Prachtgrundkärpflingen (wenige Monate), bestimmten 
langlebigen Sandgräbern (30 Jahre), Fledermäusen (40 Jahre), sowie Arten, die überhaupt nicht zu altern 
scheinen wie Süßwasserpolypen (Hydra) und einigen Plattwürmern (Finch 2009; de Magalhaes 2015; 
Valenzano, et al. 2017). Auf Prachtgrundkärpflinge und Sandgräber wird im vierten Kapitel noch einmal 
eingegangen.  
Eine weitere Möglichkeit besteht darin, chronologisch junge und alte Individuen derselben Art zu 
vergleichen, z.B. durch Analysen der Regenerationskapazität von hämatopoetischen Stammzellen (Chen, 
et al. 2000), des Transkriptoms (Baumgart, et al. 2014), Epigenoms (Steegenga, et al. 2014) oder 
Proteoms (Ori, et al. 2015) mit mehreren Alterszeitpunkten. Von den genannten Ansätzen ist dies der am 
stärksten deskriptive. Die meisten der in der Diskussion befindlichen Biomarker des Alterns stammen aus 
solchen Vergleichen. 
Es ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch weitgehend ungeklärt, welche exakten molekularen Ursachen 
dem Altern zugrunde liegen. Wie in den vorhergehenden Absätzen angedeutet, bedeutet das keineswegs, 
dass nicht bereits eine Vielzahl von Erkenntnissen und Ansatzpunkten für ein tieferes Verständnis des 
Alterns existieren würden. Nicht wenige davon werden jedoch gegenwärtig kontrovers debattiert, 
unterschiedlich interpretiert oder scheinen einander zu widersprechen. Der folgende Überblick 
konzentriert sich auf jene Punkte, die in den in meiner kumulativen Promotion zusammengefassten 
Manuskripten angesprochen werden: 
Das Immunsystem wird mit dem Alter dysfunktional. Die Abnahme der Effizienz, was die Beseitigung 
von Pathogenen und beschädigten Zellen anbelangt (Licastro, et al. 2005), fällt mit der Deregulation von 
entzündungsbefördernden Zytokinen zusammen (Salminen, et al. 2012). Es kommt vermehrt zu 
chronischen Entzündungen, die – da Immunantworten sich meist nicht völlig spezifisch nur gegen 
Pathogene richten – zu einer Akkumulation von Gewebeschäden führen und einen Hauptrisikofaktor für 
alternsbedingte Krankheiten wie Alzheimer, Krebs, Arthritis und Diabetes darstellen (Chung, et al. 2009). 
Das Dämpfen des Entzündungssystems, z.B. durch Inhibieren des Hauptregulators NF-κB, führte in 
Mäusen hingegen zu einer Reduktion von Alternserscheinungen wie DNA-Schäden oder verminderter 
Zellproliferation (Tilstra, et al. 2012). Außerdem hat Kalorienrestriktion, als einer der prominentesten 
lebensverlängernden Eingriffe eine entzündungshemmende Wirkung (Carmona and Michan 2016). 
Reaktive Sauerstoffspezies (englisch: reactive oxygen species, ROS) können in hohen Konzentrationen 
oxidativen Stress, d.h. Schäden an zellulären Komponenten wie DNA, Lipiden, Proteinen und 
insbesondere den Mitochondrien, verursachen. Sie müssen daher mit zellulären Antioxidantien wie SOD 
und TXN in Schach gehalten werden (Mittal, et al. 2014). Weiterhin dienen ROS in niedrigeren 
Konzentrationen als Signalmolekül in einer Reihe alternsrelevanter Signalwege wie der Immunantwort 
(West, et al. 2011), der Zellproliferation (Schieber and Chandel 2014), der Autophagie (Filomeni, et al. 
2015) sowie der Apoptose (Hekimi, et al. 2016). Aufgrund dieser vielschichtigen Rollen ist es in der 
Literatur inzwischen umstritten, ob ROS das Altern insgesamt befördern (Edrey and Salmon 2014; Kim, 
et al. 2015; Davalli, et al. 2016) oder ihm entgegenwirken (Ristow and Schmeisser 2011; Schieber and 




Chandel 2014; Hekimi, et al. 2016; Meng, et al. 2017). Viele Experten gehen davon aus, dass ROS sich je 
nach Dosis (Hormesis), Gewebe, Alter und Umwelteinflüssen unterschiedlich auf den Alternsprozess 
auswirken können (Labunskyy and Gladyshev 2013; Edrey and Salmon 2014; Correia-Melo and Passos 
2015; Cunningham, et al. 2015; Chandrasekaran, et al. 2017).   
Die Nährstoffsensor-Signalwege nehmen eine wichtige Rolle in der Alternsforschung ein, da sie 
entscheidend an der Vermittlung der lebensspanne- und gesundheitsfördernden Effekte der 
Kalorienrestriktion beteiligt sind. Wichtige Ansatzpunkte der Alternsforschung in diesem Zusammenhang 
sind die AMPK-, Sirtuin-, IIS- und mTOR-Signalwege. Im Zentrum des Letzteren steht ein mechanistic 
target of rapamycin (mTOR) genannter zellulärer Schlüsselregulator, der den Nährstoffpegel mit nahezu 
allen Aspekten des anabolischen Metabolismus verknüpft (McCormick, et al. 2011; Laplante and Sabatini 
2012) (Abbildung 2). Während die mTOR-Aktivität bei Kalorienrestriktion reduziert ist, zählt seine 
künstliche Inhibierung mittels Rapamycin mit Nachweisen in Hefen, Fadenwürmern, Fliegen und Mäusen 
zu den am besten belegten lebensverlängernden Eingriffen (Johnson, et al. 2013; Carmona and Michan 
2016). Die Unterexpression von mTOR durch genetische Eingriffe verlängerte die Lebensspannen der 
genannten Spezies (Pitt and Kaeberlein 2015) in vergleichbarer Weise – bei Mäusen bspw. um 14% 
(Lamming, et al. 2012). Außerdem hat die Verringerung des mTOR-Gehalts eine verzögernde Wirkung 
auf mehrere alternsbedingte Störungen wie etwa Herzkreislauf-, Nieren und neurodegenerative 
Erkrankungen wie Alzheimer als auch einige Krebsarten (Johnson, et al. 2013; Carmona and Michan 
2016). Aus diesen Gründen sind sehr viele klinische Studien zu den Auswirkungen der mTOR-Inhibition 
auf dem Weg oder bereits abgeschlossen (Johnson, et al. 2013) 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=rapamycin&Search=Search). 
Die Mitochondrien stehen aus mehreren Gründen im Fokus der Alternsforschung, u.a. weil sie als 
Hauptproduzenten von ATP der Dreh- und Angelpunkt des zellulären Energiestoffwechsels und damit eng 
mit den mTOR- und IIS-Signalwegen verbunden sind (Bratic and Larsson 2013; Kotiadis, et al. 2014). 
Gleichzeitig sind sie die Hauptquellen von ROS, die als Nebenprodukte bei der ATP-Herstellung 
entstehen. Die Masse und Leistungsfähigkeit der Mitochondrien sowie die Expression von Teilen der 
mitochondrialen Translationsmaschinerie nimmt bei Säugetieren mit dem Alter ab, während der ROS-
Ausstoß zunimmt (Bratic and Larsson 2013). Wird die mitochondriale Translationsmaschinerie zusätzlich 
inhibiert, verlängert das die Lebensspanne von Fadenwürmern (Houtkooper, et al. 2013), Fliegen 
(Copeland, et al. 2009) und Prachtgrundkärpflingen (Baumgart, et al. 2016). Die ATP-Produktion und der 
ROS-Ausstoß werden u.a. von den Mengenverhältnissen der Untereinheiten der Atmungskette zueinander 
beeinflusst (Copeland, et al. 2009; Houtkooper, et al. 2013; Miwa, et al. 2014). Da die fünf Komplexe der 
Atmungskette aus zahlreichen Proteinen zusammengesetzt werden, die z.T. im Kerngenom, z.T. im 
mitochondrialen Genom kodiert werden, hängen die Mengenverhältnisse wiederum entscheidend von der 
Koordinierung der mitochondrialen und kerngenomischen Genexpression ab (mitonukleäres 
Gleichgewicht). Deren Feinjustierung wird daher als artenübergreifender Langlebigkeitsmechanismus 
angesehen (Dillin, et al. 2002; Houtkooper, et al. 2013; Lionaki, et al. 2016). 
 
Die Aktivität der beiden wichtigsten Mechanismen zur zellulären Selbstreinigung, Selbsterneuerung und 
Qualitätskontrolle, der lysosomalen Autophagie und des Ubiquitin-Proteasom-Systems, nimmt mit dem 
Alter ab (Saez and Vilchez 2014; Martinez-Lopez, et al. 2015). Gleichzeitig gilt die Zunahme 
beschädigter Organellen, insbesondere der Mitochondrien, sowie abnormaler Proteine als eines der 
Merkmale des Alterns (Lopez-Otin, et al. 2013; Carmona and Michan 2016). Die Akkumulation 
beschädigter oder falsch- bzw. ungefalteter Proteine ist außerdem mit alternsbedingten 
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert, bspw. Amyloid-Beta mit Alzheimer und α-Synuclein mit 




Parkinson (Rubinsztein, et al. 2011; Carmona and Michan 2016). In ähnlicher Weise spielen nicht-
enzymatisch, durch Kohlenhydrate modifizierter Proteine (advanced glycosylation end  products, AGEs) 
eine Rolle bei der Pathogenese verschiedener Krankheiten, z.B. bei Diabetes und chronischem 
Nierenversagen (Vistoli, et al. 2013). 
Die mRNA-Translation ist ein energieaufwändiger Prozess, der ca. 30-40% des gesamten ATP-Haushalts 
verschlingt und der notwendig für Wachstum als auch Proliferation ist (Hands, et al. 2009). Eine Reihe 
von Eingriffen, die u.a. die Translation global hemmen, bspw. Kalorienrestriktion und mTOR-Inhibition, 
verlängern die Lebensspanne von Hefen, Fliegen, Fadenwürmern und Mäusen. In Wirbellosen wurde 
gezeigt, dass die Unterexpression verschiedener Translationsinitiationsfaktoren und ribosomaler Proteine 
die Lebensspanne verlängert (Johnson, et al. 2013). Passend dazu ist die Expression ribosomaler Proteine 
in Prachtgrundkärpflingen negativ mit der Lebensspanne korreliert (Baumgart, et al. 2016). Der 
Transkriptionsfaktor MYC reguliert 15-20% aller Gene in Säugetieren, wobei der größte Teil der 
hochregulierten Gene in die Proteintranslation involviert ist. Unterexpression von MYC in der Maus, 
führte u.a. zu einer signifikant niedrigen Translationsrate und verlängerte die Lebensspanne von Mäusen 
um 15% (Hofmann, et al. 2015). Insgesamt deutet also vieles daraufhin, dass ein globales Absenken der 
Translationsrate sich positiv auf die Lebensspanne auswirkt. 
Aus diesen und vielen weiteren Erkenntnissen, aber auch bloßen Vermutungen wurden zahlreiche 
Alternstheorien konstruiert. So wurden schon 1990 mehr als 300 Theorien gezählt, die im Rahmen 
wissenschaftlicher Publikationen formuliert worden waren (Medvedev 1990). Man kann dabei zwischen 
mechanistischen und evolutionären Alternstheorien unterscheiden. Mechanistische Alternstheorien 
versuchen die Gründe für das Altern auf molekularer, zellulärer und Organ-Ebene zu erklären. So 
postuliert etwa die Hyperfunktionstheorie des Alterns – ausgehend von den oben beschriebenen 
Erkenntnissen um den mTOR-Signalweg – dass das in der Jugend noch nützliche Wachstumsprogramm 
im Erwachsenenalter nicht vollständig abgeschaltet werde. Das daraus folgende übermäßige 
Zellwachstum sowie die zelluläre Hyperaktivität würden mit der Zeit die innere Ordnung der Gewebe und 
Organe untergraben und so zu den typischen alternsbedingten Krankheiten führen (Blagosklonny 2012; 
Gems and Partridge 2013) (Abbildung 2).   
 
Abbildung 2. Hyperfunktionstheorie des Alterns. Die Aktivierung des mTOR-Signalwegs nach Abschluss der körperlichen 
Entwicklung entspricht der Theorie nach einem „pervertierten“ Wachstum, das auf der Makroebene nach und nach zu einem 
Verlust der Homöostase führe. Die Eingriffe, die mTOR inhibieren und zu einer Verlängerung der Lebensspanne führen (grau 
unterlegt), unterdrücken nach dieser Lesart die schädliche Fortsetzung des Wachstumsprogramms. GH – Growth hormone 
(Wachstumshormon), IIS – Insulin/insulin-like growth factor-1 Signalweg, AMPK –AMP-aktivierte Proteinkinase. 




Evolutionäre Alternstheorien gehen demgegenüber der Frage nach dem ultimativen „warum“ nach. 
Warum sind wir nicht unsterblich? Obwohl die Antworten der Evolutionsbiologen im Detail z.T. 
auseinandergehen, sind sie sich im Hinblick auf den letztendlichen Grund für das Altern doch weitgehend 
einig: Lebewesen verfallen deshalb aus sich selbst heraus und sterben schließlich daran, weil sie auch aus 
anderen Gründen außer dem eben genannten sterben – Fressfeinde, nicht alternsbedingte Krankheiten, 
Erfrieren, Verhungern etc. Bspw. können Mäuse bis zu 4 Jahre alt werden (Tacutu, et al. 2013). In der 
freien Natur hingegen erreichen nicht mehr als 10% der Mäuse das zweite Lebensjahr, wobei von den 
restlichen 90% nur wenige am Altern sterben dürften (Phelan and Austad 1989). Da unabhängig vom 
Altern nur wenige Individuen ein hohes Alter erreichen, nimmt die Kraft der natürlichen Selektion in 
Bezug auf spätere Lebensphasen immer weiter ab (Williams 1957; Gems and Partridge 2013). Die 
Theorie der antagonistischen Pleiotropie geht von genetischen Merkmalen aus, die in der Jugend 
vorteilhaft sind und im Alter schädliche Effekte haben. Wenn die Wirkung in der Jugend für die 
evolutionäre Fitness überwiegt, was nach den oben beschriebenen Überlegungen zur extrinsischen 
Mortalität häufig der Fall ist, würden diese Mutationen im Ergebnis positiv selektiert, d.h. sich in der 
Population durchsetzen (Williams 1957). Die oben erwähnte Hyperfunktionstheorie ergänzt die 
evolutionäre Alternstheorie der antagonistischen Pleiotropie, um einen konkreten Mechanismus, indem sie 
sie mit den empirischen Befunden um den mTOR-Signalweg verbindet. Zudem wird die antagonistische 
Pleiotropie dadurch gestützt, dass ihre Vorhersage eines Zielkonflikts zwischen Fitness in frühen und 
späten Lebensphasen in vielerlei Hinsicht belegt wurde. So zeigten Selektionsexperimente an 
Fruchtfliegen (Hughes and Reynolds 2005), Assoziationsstudien an vielen Spezies, u.a. dem Menschen 
(Pitt and Kaeberlein 2015), und genetische Eingriffe an Wachstumsfaktoren von Mäusen (Bartke 2012), 
regelmäßig eine negative Korrelation zwischen Wachstumsrate und früher Fruchtbarkeit auf der einen 
Seite sowie der Lebensspanne auf der anderen Seite. 
3. Positive Selektion und der Zweig-Positionstest 
Meine Arbeit bedient sich vorwiegend einer Methode aus dem Feld der komparativen Genomik (bzw. 
Transkriptomik) – basiert also auf dem Vergleich von Genom- bzw. Transkriptomsequenzen 
verschiedener Organismen. Grundsätzlich wird in diesem Feld das Muster von evolutionär konservierten, 
d.h. ähnlichen oder unveränderten Bereichen, auf der einen und Unterschieden auf der anderen Seite 
untersucht. Die Entwicklung der komparativen Genomik ist eng mit den Fortschritten der 
Sequenziertechnologie verwoben, die die Kosten und die Zeit, die benötigt werden, um Genome bzw. 
Transkriptome zu sequenzieren, seit dem Humangenomprojekt (Lander, et al. 2001) drastisch reduziert 
haben. Damit sind nicht nur die Möglichkeiten einzelner Arbeitsgruppen enorm gestiegen, Organismen zu 
sequenzieren, um basierend darauf Vergleiche zu tätigen, sondern auch die Menge öffentlich verfügbarer 
Daten rasant gewachsen (Alfoldi and Lindblad-Toh 2013). Von beidem hat meine Arbeit stark profitiert. 
Mit dem Zuwachs an Daten ging eine dynamische Neu- und Weiterentwicklung der Methoden einher, die 
zu einer großen Vielfalt der Anwendungsgebiete der komparativen Genomik geführt hat. Sie wird heute 
u.a. eingesetzt um Homologiebeziehungen zwischen Genen zu ermitteln (Li, et al. 2003; Hou, et al. 2016; 
Petersen, et al. 2017), funktionell relevante Bereiche wie etwa Transkriptionsfaktorbindestellen 
vorherzusagen (Chen, et al. 2004; Defrance and Touzet 2006; Williams, et al. 2016), phylogenetische 
Speziesbäume zu rekonstruieren (Blanga-Kanfi, et al. 2009; Rowe, et al. 2010; Ji, et al. 2017) u.v.m. 
Insbesondere geht es bei der komparativen Genomik häufig darum, jene genomischen Bereiche und 
Varianten zu identifizieren, die phänotypischen Unterschieden bzw. Gemeinsamkeiten zwischen 
verschiedenen Spezies oder zwischen Individuen derselben Spezies zu Grunde liegen könnten.  




Eine evolutionsbiologische Methode in diesem Zusammenhang ist die Suche nach positiv selektierten 
Genen (PSGs), die die wesentliche Grundlage für meine Arbeit darstellt. An dieser Stelle sollen zunächst 
die Begriffe positive bzw. negative Selektion definiert werden: 
• Positive Selektion bezeichnet das Phänomen, dass sich ein neues Allel über die Generationen 
hinweg in einer Population bzw. einer Spezies verbreitet, weil es die evolutionäre Fitness erhöht – 
d.h. die Fähigkeit zu überleben und sich zu reproduzieren stärkt. Am Ende eines solchen 
Ausbreitungsprozesses hat das alternative Allel das ursprüngliche Allel der Population/Spezies 
am entsprechenden Lokus verdrängt. Da dieses Konzept auf genetischer Ebene widerspiegelt, was 
in Darwins epochalem Werk „Über die Entstehung der Arten“ als Kernmechanismus der 
langsamen Anpassung der Spezies an ihre Umwelt beschrieben wird (Darwin 1859), wird in der 
Literatur z.T. auch von gerichteter Darwin’scher Selektion (Wang, et al. 2006; McClellan 2013; 
Sheng, et al. 2016) bzw. adaptiver Selektion (Wu, et al. 2014) gesprochen. 
• Negative oder reinigende Selektion beschreibt den Vorgang des Entfernens von für die 
evolutionäre Fitness nachteiligen/schädlichen Allelen aus einer Population, weil die Träger dieser 
Allele weniger Nachkommen haben als andere Individuen. 
• Mutationen, die keinen Effekt auf die Fitness haben, sind keinem Selektionsdruck ausgesetzt; man 
sagt auch sie stehen unter neutraler Selektion. Die Frequenz entsprechend mutierter Allele in der 
Population kann sich durch Zufall ändern (genetische Drift). 
Es existieren verschiedene Ansätze zur Identifizierung positiver Selektion, die hinsichtlich der 
untersuchten evolutionären Distanzen bzw. der jeweils dazu verwendeten Daten klassifiziert werden 
können. Methoden wie Tajima’s D (Tajima 1989), Testen auf Kopplungsungleichgewichte (Sabeti, et al. 
2002) oder FST (Lewontin and Krakauer 1973) fahnden auf Basis von Intra-Spezies Polymorphismen nach 
– aus evolutionärer Sicht – kurz zurückliegenden Ereignissen positiver Selektion. Der Hudson-Kreitman-
Aguadé-Test (Hudson, et al. 1987) und der McDonald-Kreitman-Test (McDonald and Kreitman 1991) 
schließen aus der Variation innerhalb einer Spezies im Vergleich mit der Variation zwischen den Spezies 
auf positive Selektion. Bei reinen Speziesvergleichen – wie in meiner Arbeit – kommen i.d.R. Methoden 
zum Einsatz, die auf dem dN/dS-Verhältnis (auch Ka/Ks oder ω) beruhen und mit denen auch lange 
zurückliegende Ereignisse positiver Selektion detektiert werden können, was ansonsten nur durch das 
Sequenzieren alter DNA aus Fossilen möglich wäre (Biswas and Akey 2006; Fu and Akey 2013; Wu, et 
al. 2014).  
dN steht dabei für die Rate nicht-synonymer (d.h. Aminosäure-ändernder) und dS für die Rate synonymer 
(d.h. Aminosäure- nicht-ändernder) Substitutionen. Das dN/dS-Verhältnis kann also nur in 
proteinkodierenden Sequenzen berechnet werden und daher sind darauf aufbauende Methoden auf diese 
Genombereiche beschränkt. Promotoren und andere für die Genexpression relevante Sequenzabschnitte 
können bspw. mit diesen Methoden nicht untersucht werden. Dass Codons mutiert werden können, ohne 
dass sich dadurch die kodierte Aminosäure ändert, folgt aus der Degeneriertheit des genetischen Codes – 
64 Codons kodieren zusammen für nur 20 kanonische Aminosäuren. Die beobachteten nicht-synonymen 
Substitutionen zwischen den Spezies können sowohl das Produkt positiver Selektion als auch ein Produkt 
genetischer Drift und mithin neutral selektiert sein – das ist das Grundproblem bei der Suche nach 
positiver Selektion. Von den synonymen Substitutionen in kodierenden Sequenzen wird angenommen, 
dass sie ein Maß für neutrale Selektion darstellen, bezüglich dessen entschieden werden kann, ob dN 
beschleunigt oder entschleunigt ist bzw. ob sich nicht-synonyme Substitutionen mit höherer oder niedriger 
Wahrscheinlichkeit durchsetzen als solche unter neutraler Selektion (Miyata and Yasunaga 1980; Nielsen 
2001; Yang 2005; Biswas and Akey 2006; Fu and Akey 2013): 




• dN > dS  positive Selektion 
• dN < dS  negative Selektion 
• dN = dS  neutrale Selektion 
dN und dS werden auf der Grundlage zweier gleich langer proteinkodierenden Sequenzen (englisch: coding 
sequence, CDS) berechnet, indem man die Zahl der beobachteten nicht-synonymen bzw. synonymen 
Austausche zwischen diesen Sequenzen ins Verhältnis setzt zu den möglichen nicht-synonymen bzw. 
synonymen Substitutionen und abschließend für Rückmutationen korrigiert (Miyata and Yasunaga 1980; 
Nei and Gojobori 1986). Dieser einfache Ansatz bietet allerdings so gut wie keine Sensitivität, weil die 
meisten Proteine große Regionen enthalten, in denen fast keine Austausche toleriert werden und dN nahe 0 
ist, während i.d.R. nur wenige Positionen jemals unter positiver Selektion stehen, sodass diese Signale 
beim Mitteln über die Positionen einer CDS in der Masse negativer Selektion untergehen (Nielsen 2001; 
Kosakovsky Pond and Frost 2005; Yang 2005). Ein weiteres Problem ist, dass diese Methode ungeeignet 
ist, um positiv selektierte Gene (PSGs) in einzelnen Spezies bzw. auf Zweigen einer Phylogenie zu 
identifizieren, weil sie dazu die explizite Rekonstruktion anzestraler Sequenzen benötigt, die aber mit 
zufälligen Fehlern und systematischen Verzerrungen behaftet ist (Collins, et al. 1994; Yang, et al. 1995).  
Um diese Probleme zu umgehen, wurden auf Grundlage des dN/dS-Verhältnisses aufwändigere Tests 
entwickelt, die in Programmpakete wie PAML (Yang 1997, 2007) und HyPhy (Pond, et al. 2005) 
implementiert wurden. Für diese Tests wird eine Alignierung von i.d.R. mindestens drei Sequenzen und 
ein dazugehöriger phylogenetischer Baum benötigt. Der Zweig-Positionstest (englisch branch-site test) 
ermöglicht es positive Selektion gezielt auf einzelnen Zweigen dieses Baums zu detektieren und auch 
dann, wenn sie nur auf einzelnen Positionen einer CDS wirkt (Yang and Nielsen 2002; Zhang, et al. 
2005).  
Beim Zweig-Positionstest wird die Wahrscheinlichkeit dafür berechnet, dass die gegebene Alignierung als 
Ergebnis eines Evolutionsverlaufs auf dem ebenfalls gegebenen Baum zustande kommt. Die zentrale Idee 
dabei ist, das zwei Mal auf Basis von Substitutionsmodellen durchzuführen, die sich in genau einem 
Punkt unterscheiden: Das eine Mal wird positive Selektion (dN > dS) auf dem zur Untersuchung 
ausgewählten Zweig der Phylogenie als Möglichkeit zugelassen (Alternativszenario 𝐻𝐴), das andere Mal 
nicht (Nullszenario 𝐻0). Anschließend wird mit einem Wahrscheinlichkeits-Quotienten-Test überprüft, ob 
die errechnete Wahrscheinlichkeit für das Alternativszenario 𝑊(𝐻𝐴) signifikant höher ist als die des 
Nullszenarios 𝑊(𝐻0) (Yang 2007). Dabei wird angenommen, dass alle Positionen der Alignierung 
unabhängig voneinander evolvieren. Die jeweilige Gesamtwahrscheinlichkeit 𝑊(𝐻𝐴)  bzw.  𝑊(𝐻0) wird 
dementsprechend als Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten aller Positionen, d.h. Spalten der Codon-
Alignierung (Yang and Nielsen 2002) berechnet. Die Wahrscheinlichkeit für das Zustandekommen einer 
einzelnen Alignierungsspalte wird auf der Grundlage der Modellierung von Substitutionen als 
zeitkontinuierliche Markov-Prozesse bestimmt. Konkret bedeutet das, dass für jeden Ast mit der Astlänge 
𝑡𝑥  des gegebenen Baums eine Übergangsmatrix 𝑃(𝑡𝑥) bestimmt wird, die für alle 61 
aminosäurekodierenden Codons 𝑖 und 𝑗 – mit dem Eintrag 𝑃𝑖𝑗(𝑡𝑥) – die Wahrscheinlichkeit angibt, dass 𝑖 
auf der Länge von 𝑡𝑥 in 𝑗 umgewandelt wird. Wenn für jeden Knoten des Baums, d.h. für jede der heute 
existierenden Spezies und alle ihrer gemeinsamen Vorfahren, bekannt wäre, welches Codon der Zustand 
an dem entsprechenden Knoten ist bzw. war, könnte für jeden Ast mit der Länge 𝑡𝑥 die entsprechende 
bedingte Wahrscheinlichkeit 𝑃𝑖𝑗(𝑡𝑥) bestimmt werden. Das Produkt dieser bedingten 
Wahrscheinlichkeiten über alle Äste entspricht dann der Wahrscheinlichkeit für den – durch den Baum 
und die Codons an den Knoten gegebenen – Evolutionsverlauf (siehe Abbildung 3a für ein Beispiel).  





Abbildung 3. Beispiele für die Berechnung der Wahrscheinlichkeit einer Codon- Alignierungsspalte nach einem Markov-
Prozess-Substitutionsmodell. (a) Ein Evolutionsverlauf sei durch einen phylogenetischen Baum mit bekannten Astlängen 𝑡1-𝑡6 
sowie den Codons an allen seinen Knoten gegeben (links). Die Wahrscheinlichkeit 𝑊 dieses Evolutionsverlaufs ist nach dem 
Modell durch die Gleichung rechts gegeben. Die Berechnung erfolgt auf der Basis einer Übergangsmatrix 𝑃(𝑡𝑥), die für alle 
Codons 𝑖 und 𝑗 – mit dem Eintrag 𝑃𝑖𝑗(𝑡𝑥) – die Wahrscheinlichkeit angebe, dass 𝑖 auf der Länge von 𝑡𝑥 in 𝑗 umgewandelt wird. 
𝜋𝑣1  gebe die Initialwahrscheinlichkeit für das Codon 𝑣1 an der Wurzel an. 𝜋 kann im Rahmen des Zweigpositionstests empirisch 
aus den Nukleotidfrequenzen an den drei Codon-Positionen der gegebenen Sequenzen der heute existierenden Spezies bestimmt 
werden. (b) In der Praxis sind die Zustände an den inneren Knoten, hier 𝑣1-𝑣3, i.d.R. unbekannt. Die Wahrscheinlichkeit des 
Evolutionsverlaufs ergibt sich dann als Summe über alle möglichen Zustände an den inneren Knoten (Gleichung rechts, 𝐴 sei 
dementsprechend die Menge der aminosäurekodierenden Codons). Die Zahl der nötigen Rechenschritte, die so wie oben 
dargestellt exponentiell mit der Zahl terminaler Knoten bzw. Spezies wachsen würde, kann durch Umformung der Gleichung auf 
einen linearen Zusammenhang reduziert werden (Felsenstein 1981).  
In der Praxis ist allerdings zumeist nicht bekannt, welche Codons in den gemeinsamen Vorfahren, also an 
den inneren Knoten des Baums, existierten. Um die erwähnten systematischen Fehler zu vermeiden, die 
bei Rekonstruktion nur des jeweils wahrscheinlichsten anzestralen Zustands entstehen (Collins, et al. 
1994), werden beim Zweig-Positionstest alle möglichen Zustände (d.h. alle aminosäurekodierenden 
Codons) an den inneren Knoten betrachtet und die Wahrscheinlichkeiten für sämtliche sich daraus 
ergebenden Evolutionsverläufe aufsummiert (Abbildung 3b). Die Übergangsmatrix 𝑃(𝑡) wird aus einer 
Ratenmatrix 𝑄 bestimmt (𝑃(𝑡) = 𝑒𝑡𝑄), die ihrerseits durch mehrere Parameter definiert wird, von denen 
der wichtigste 𝜔 = 𝑑𝑁/𝑑𝑆 ist. Wie bereits erwähnt, war die Annahme, dass der Selektionsdruck und 
mithin 𝜔 über die Positionen der Alignierung und die Zweige der Phylogenie variiert, der wesentliche 
Grund für die Entwicklung des Zweig-Positionstests. Dies wird durch das Modell zum einen durch die 
Unterscheidung in den zur Untersuchung auf positive Selektion ausgewählten Evolutionszweig 
(Vordergrundzweig, VZ) und alle anderen Zweige (Hintergrundzweige, HZ) abgebildet; zum anderen 
durch die Annahme der Existenz von vier Positionsklassen. Die Positionsklassen beschreiben Positionen 
die auf beiden Zweigklassen gleichermaßen (i) negativ (0 < 𝜔1 < 1) bzw. (ii) neutral (𝜔2 = 1) 
evolvieren sowie Positionen, die auf dem VZ unter positivem (𝜔3 > 1) und auf den HZ unter (iii) 
negativem bzw. (iv) neutralem Selektionsdruck stehen. Das Szenario 𝐻0 unterscheidet sich von 𝐻𝐴 
ausschließlich dadurch, dass der VZ in den letzten beiden Positionsklassen auf neutrale statt auf positive 
Selektion festgelegt ist. Da nicht bekannt ist zu welcher Positionsklasse eine Alignierungsspalte gehört, 
wird die Wahrscheinlichkeit ihres Zustandekommens unter jeder der vier Positionsklassen separat 
ermittelt und anschließend gemittelt – wobei die angenommenen Anteile der Positionsklassen an der 
Alignierung als Gewichte dienen. Über die Anteile der Positionsklassen, die konkrete Stärke des 
Selektionsdrucks in einigen Positionsklassen (d.h. 𝜔1 und 𝜔3) sowie weitere Parameter wird maximiert, 
d.h. es wird mit dem Ziel die Gesamtwahrscheinlichkeit 𝑊(𝐻𝐴)  bzw.  𝑊(𝐻0) möglichst groß zu machen 




über den Parameterraum iteriert. Nach Schätzung der Parameter wird für jede Alignierungsspalte ihre 
Wahrscheinlichkeit bestimmt unter positiver Selektion zu stehen. Dies geschieht mit einem Bayes 
empirical Bayes genannten Verfahren auf Grundlage der Wahrscheinlichkeiten des Zustandekommens der 
jeweiligen Alignierungsspalte unter den vier Positionsklassen im Alternativszenario 𝐻𝐴. (vgl. (Felsenstein 
1981; Goldman and Yang 1994; Yang 1998; Yang and Nielsen 2002; Yang, et al. 2005; Zhang, et al. 
2005)) 
Simulationen haben gezeigt, dass der Zweig-Positionstest robust gegenüber verschiedenen Verletzungen 
der Annahmen ist, auf denen er beruht – bspw. wenn entgegen den Annahmen ebenfalls auf den HZ 
positive Selektion stattfindet (Zhang, et al. 2005; Gharib and Robinson-Rechavi 2013). Der Test ist 
allerdings nicht robust gegenüber Alignierungsfehlern, die mit hoher Wahrscheinlichkeit in falsch-
positiven Ergebnissen resultieren (Fletcher and Yang 2010). Alignierungsprobleme treten bspw. gehäuft 
in der Nähe von Alignierungslücken und Bereichen mit hoher Sequenzdivergenz auf (Mallick, et al. 
2009). Diese Probleme werden begünstigt durch Fehler, die vorab in der Prozessierung der Sequenzen, 
z.B. bei der Genannotation oder Orthologzuweisung, geschehen – etwa wenn Exons in einzelnen 
Sequenzen falsch vorhergesagt wurden. In solchen und anderen Fällen kann es dazu kommen, dass nicht-
orthologe Codons in eine Alignierungsspalte gefasst werden, was i.d.R. zu einer artifiziell erhöhten 
Messung der Rate nicht-synonymer Substitutionen führt (Yang and dos Reis 2011). Alignierungsprobleme 
werden so als Signal positiver Selektion fehlinterpretiert. Aufgrund der tausenden Gene, die in einer 
genomweiten Analyse betrachtet werden, auf der einen Seite und der verhältnismäßig niedrigen Zahl von 
zu erwartenden Genen mit echten Signalen positiver Selektion auf der anderen, kann schon eine winzige 
Fehlerrate dazu führen, dass die identifizierten PSGs überwiegend aus Falsch-Positiven bestehen 
(Mallick, et al. 2009; Schneider, et al. 2009). Um das zu vermeiden, werden in nahezu allen genomweiten 
Suchen nach positiver Selektion Filterstrategien eingesetzt, die z.B. versuchen problematische 
Alignierungsregionen vor Anwendung des Tests zu entfernen Diese Filterstrategien werden wie weitere 
Schritte, die zur genomweiten Anwendung des Zweig-Positionstests notwendig sind, von jeder 
Arbeitsgruppe selbst implementiert und weisen daher eine große Spannbreite auf, was eingesetzte 
Methoden und Qualitätsstandards betrifft. Als Resultat dessen wurden in einigen Arbeiten hohe Falsch-
Positiv-Raten nachgewiesen. So wurde etwa bei der Neuuntersuchung einer Stichprobe vermeintlich 
positiv selektierter Schimpansengene gezeigt, dass die Mehrzahl davon auf Sequenz- und 
Alignierungsartefakte zurückzuführen ist (Mallick, et al. 2009) und die Falsch-Positiv-Rate in einer 
Untersuchung von Drosophila-Fliegen auf mindestens 45% geschätzt (Markova-Raina and Petrov 2011).   
Der Zweig-Positionstest wurde in zahlreichen genomweiten Analysen eingesetzt – zumeist mit dem Ziel 
Phänotypen, die auf bestimmten evolutionären Zweigen entwickelt wurden, mit Genen in Verbindung zu 
bringen, die auf diesen Zweigen positiv selektiert wurden. So wurde etwa die Fähigkeit der tibetischen 
Antilope in großen Höhen mit starker UV-Strahlung und niedrigen Sauerstoffkonzentrationen zu 
überleben mit Anreicherungen positiv selektierter Gene (PSGs) in den funktionellen Kategorien DNA-
Reparatur und Energiemetabolismus assoziiert. Ebenfalls mit positiver Selektion im Bereich des 
Energiemetabolismus wurde die Evolution der Flugfähigkeit im Vorfahren der Fledermäuse erklärt – eine 
der energieaufwändigsten Tätigkeiten überhaupt (Shen, et al. 2010). Weiterhin wurden bspw. zwischen 
bakteriellen Krankheitserregern auf der einen sowie immunrelevanten Säugetiergenen auf der anderen 
Seite durch positive Selektion angetriebene „Rüstungswettläufe“ dokumentiert (Petersen, et al. 2007; 
Webb, et al. 2015). Der Mensch wurde von einer ganzen Reihe von Arbeiten genomweit auf positive 
Selektion hin untersucht (z.B. (Bakewell, et al. 2007; Kosiol, et al. 2008; Gaya-Vidal and Alba 2014)). 
Mit Blick auf das Thema dieser Arbeit ist zu sagen, dass Studien, die die Genomsequenzen besonders 
langlebiger Spezies veröffentlicht haben, regelmäßig auch eine Suche nach PSGs auf Basis des Zweig-




Positionstests beinhalteten. So etwa beim Blindmull (>20 Jahre, (Fang, Nevo, et al. 2014)), beim 
Nacktmull (> 30 Jahre, (Kim, et al. 2011)), der großen Bartfledermaus (> 40 Jahre, (Seim, et al. 2013)) 
und beim Grönlandwal (> 200 Jahre, (Keane, et al. 2015)). Dabei wurden u.a. PSGs identifiziert, die für 
die Verlängerung von Telomeren entscheidend (Kim, et al. 2011), mit Entzündungen bzw. dem 
Immunsystem (Seim, et al. 2013; Fang, Nevo, et al. 2014) oder mit Krebs und anderen Krankheiten 
assoziiert sind (Fang, Nevo, et al. 2014; Keane, et al. 2015).  
4. Untersuchte Spezies und die Evolution ihrer Lebensspannen 
Im vorangegangenen Kapitel wurde dargelegt, dass durch die Suche nach positiver Selektion Gene 
identifiziert werden können, durch deren Veränderung im Laufe der Evolution eine Veränderung 
phänotypischer Eigenschaften einer Spezies vermittelt wurde. Meine Arbeit hatte das Ziel Gene und 
Positionen in Genen zu finden, die relevant für das Altern der entsprechenden Spezies sein könnten. 
Daher fahndete ich, ähnlich den Studien die zum Ende des vorhergehenden Kapitels erwähnt wurden, auf 
evolutionären Zweigen lang- und kurzlebiger Spezies nach positiver Selektion, auf denen sich die 
Lebenspanne aller Wahrscheinlichkeit nach verändert hat. Dazu bot es sich an, den Fokus auf Spezies zu 
richten, die eine herausragend kurze oder herausragend lange Lebensspanne haben und deren Sequenzen 
mit denen von Spezies zu vergleichen, die weniger extreme Werte aufweisen. Konkret ging es in meiner 
Arbeit um die kurzlebige Gattung der Prachtgrundkärpflinge und die langlebigen Vertreter der 
Sandgräber.  
Die Gattung der Prachtgrundkärpflinge (Nothobranchius) besteht aus Fischarten, die wenige Zentimeter 
groß werden und in Äquatorial- und Subäquatorialafrika beheimatet sind (Abbildung 4a/b). Dort leben sie 
in temporär existierenden Teichen oder Tümpeln, die meist nur während der Regenzeit Wasser führen. 
Während die erwachsene Population in der Trockenzeit i.d.R. ausnahmslos zu Grunde geht, sind die Eier 
in der Lage diese in einem Zustand angehaltener Entwicklung zu überstehen. Die nächste Generation 
schlüpft zu Beginn der folgenden Regenzeit und setzt den Zyklus fort (Jubb 1981; Cellerino, et al. 2016). 
Werden die Tiere im Aquarium gehalten, bleibt die Lebensspanne einiger Arten trotz des Wegfalls der 
hohen, klimabedingten extrinsischen Mortalität limitiert. So erreicht der in dieser Hinsicht extremste 
Vertreter der Gattung, der Türkise Prachtgrundkärpfling (Nothobranchius furzeri), auch in 
Gefangenschaft nur eine durchschnittliche Lebensspanne von 6 Monaten, wobei er dort einen typischen 
Alternsprozess zeigt (Di Cicco, et al. 2011) und einige seiner Stämme sogar noch niedrigere 
Lebenserwartungen aufweisen. Damit gilt der Türkise Prachtgrundkärpfling als kurzlebigste 
Wirbeltierspezies überhaupt, die in Gefangenschaft gehalten werden kann (Valdesalici and Cellerino 
2003; Lucas-Sanchez, et al. 2014). Der Türkise Prachtgrundkärpfling stammt wie andere Nothobranchius-
Arten mit besonders schnellem Wachstum und besonders kurzer Lebensspanne aus einer sehr trockenen 
Region. Demgegenüber sind etwas langlebigere Arten, die in Aquariumshaltung im Durchschnitt bis zu 
18 Monate alt werden können, in Gebieten mit längeren Regenzeiten beheimatet (Tozzini, et al. 2013). Es 
gilt als wahrscheinlich, dass umwälzende, historische Klimaveränderungen, die die verschiedenen 
Lebensräume der Prachtgrundkärpflinge in unterschiedlicher Weise betrafen, die Diversifikation der 
Gattung entscheidend vorangetrieben haben. Insbesondere geht man davon aus, dass eine langanhaltende 
Periode zunehmender Trockenheit in Ostafrika die jährlich wiederkehrende hohe extrinsische Mortalität 
verursacht und damit einen starken Selektionsdruck auf schnelles Wachstum und frühe Fruchtbarkeit 
erzeugt hat. Das beschleunigte Altern, das für die evolutionäre Fitness aus dem gleichen Grund – der 
hohen extrinsischen Mortalität – weitgehend bedeutungslos sein dürfte, wird als Kehrseite angesehen 
(Valdesalici and Cellerino 2003; Dorn, et al. 2014; Cellerino, et al. 2016) (siehe auch evolutionäre 
Alternstheorien am Ende des zweiten Kapitels). Diese Periode der Trockenheit begann vor etwa 8 Mio. 




Jahren und hält mit mehreren kurzen Unterbrechungen feuchteren Klimas bis heute an (Trauth, et al. 
2005; Sepulchre, et al. 2006). Vor ebenfalls ca. 8 Millionen Jahren entstand aus einer sehr wahrscheinlich 
noch nicht einjährigen und daher deutlich langlebigeren Spezies der letzte gemeinsame Vorfahr der 
Prachtgrundkärpflinge (Dorn, et al. 2014; Furness, et al. 2015). Von den Manuskripten abgesehen, die 
Teil dieser Arbeit sind, hat sich in der Literatur bisher nur eine weitere Arbeit mit der genomweiten 
Identifizierung positiver Selektion bei Prachtgrundkärpflingen auseinandergesetzt (Valenzano, et al. 
2015).  
 
Abbildung 4. Untersuchte Spezies mit Verbreitungsgebieten. a) Männliche Türkise Prachtgrundkärpflinge (Nothobranchius 
furzeri) in verschiedener Alternsstufen ((Platzer, et al. 2011), bearbeitet). b) Verbreitungsgebiet der Gattung der 
Prachgrundkärpflinge. Die Farben zeigen die Regionen an, in denen die Vertreter der evolutionären Kladen der Gattung 
beheimatet sind. Der Türkise Prachtgrundkärpfling und andere kurzlebige Arten der südlichen Klade sind in der blau markierten 
Region beheimatet (Dorn, 2014 #498}, bearbeitet). c) Ausgewählte Spezies der Familie der Sandgräber (Bathyergidae); oben: 
Silbermull (Heliophobius argenteocinerus), unten: Nacktmull (Heterocephalus glaber) ((Seney, et al. 2009), bearbeitet). d) 
Verbreitungsgebiet der Sandgräber. Die Farben zeigen die Regionen an, in denen die Gattungen der Familie beheimatet sind: 
Grün – Nacktmulle (Heterocephalus), orange – Erdbohrer (Heliophobius), braun – Graumulle (Cryptomys und Fukomys), rosa: 
Strandgräber (Bathyergus) und Blessmulle (Georychus) (nach (Burda 2001)).          
Die Sandgräber (Bathyergidae) sind eine in unterirdischen Tunnelsystemen lebende Familie der 
Nagetiere, die hauptsächlich im südlichen und östlichen Afrika beheimatet ist ((Bennett and Faulkes 
2000), Abbildung 4c/d). Es ist wohlbekannt, dass bei Säugetieren größere und schwerere Spezies dazu 
tendieren länger zu leben als kleinere (de Magalhaes, et al. 2007; Fushan, et al. 2015). Die meisten 
Sandgräberarten liegen mit einem Körpergewicht von durchschnittlich 35-250 g im Größenfeld etwa 
zwischen Mäusen und Ratten. Während Letztere allerdings höchstens vier Jahre alt werden, haben 
sämtliche bislang untersuchten Sandgräberarten eine maximale Lebensspanne von mehr als zehn Jahren 
(Tacutu, et al. 2013). Der Nacktmull, als extremster Vertreter der Familie, kann sogar älter als 30 Jahre 
werden, zeigt darüber hinaus kaum Alternserscheinungen und besitzt eine bemerkenswerte Krebsresistenz 
(Lagunas-Rangel and Chavez-Valencia 2017). Der Nacktmull und einige andere Sandgräber haben eine 
deutlich höhere Lebenserwartung als aufgrund ihres Gewichts zu erwarten wäre (Buffenstein 2008; 
Tacutu, et al. 2013). Demgegenüber gilt für den nächsten Verwandten der Familie – das ist die Rohrratte – 
mit einer maximalen Lebensspanne von ca. 5 Jahren und einem mittleren Gewicht von 7 kg das Gegenteil 
(Tacutu, et al. 2013) (Abbildung 5). In der Literatur werden zwei mögliche Gründe angeführt, die zu einer 
Verlängerung der Lebensspanne bei den Sandgräbern beigetragen haben könnten: Zum einen wird die 
unterirdische Lebensweise genannt, von der man annimmt, dass sie im letzten gemeinsamen Vorfahren 
der Sandgräber entwickelt wurde und die von der Rohrratte nicht geteilt wird (Davies, et al. 2015). Diese 
schützende Umwelt habe möglicherweise zu einer drastischen Verringerung der extrinsischen Mortalität 
durch Fressfeinde geführt und so einen Selektionsvorteil für langlebige Individuen erzeugt (de Magalhaes, 
et al. 2007; Gorbunova, et al. 2014). Zum anderen wird angeführt, dass die beiden langlebigsten 
Sandgräbergattungen – Nacktmulle und Graumulle – eusozial sind (Jarvis and Bennett 1993). D.h., dass 
sie ähnlich wie staatenbildende Hautflügler (z.B. Bienen, Ameisen und Wespen) in Kolonien 




zusammenleben, in denen sich nur wenige, bestimmte Individuen fortpflanzen (Costa and Fitzgerald 
1996). Diese Individuen, häufig „Königin“ bzw. „König“ genannt, werden i.d.R. durch die reproduktiv 
nicht aktiven Mitglieder der Kolonie versorgt und beschützt, wodurch ihre extrinsische Mortalitätsrate 
gering ist und Langlebigkeit somit möglicherweise die evolutionäre Fitness begünstigt (Bennett and 
Faulkes 2000; Dammann, et al. 2011). Bei Insekten wurde gezeigt, dass die Evolution von Eusozialität 
mit einer 100-fachen Erhöhung der Lebensspanne assoziiert ist (Keller and Genoud 1997). Bei 
Säugetieren sind sich die Experten ebenfalls einig, dass Langlebigkeit positiv mit der der Evolution von 
Eusozialität korreliert, während umstritten ist, ob eine solche Beziehung auch zwischen Langlebigkeit und 
unterirdischer Lebensweise besteht (Healy, et al. 2014; Healy 2015; Williams and Shattuck 2015). Bisher 
haben sich drei Arbeiten mit der genomweiten Detektion positiver Selektion bei einzelnen 
Sandgräberarten bzw. bei ihrem letzten gemeinsamen Vorfahren beschäftigt (Kim, et al. 2011; Fang, 
Seim, et al. 2014; Davies, et al. 2015). 
 
Abbildung 5. Beziehung zwischen Körpergewicht und maximaler Lebensspanne bei Säugern. Vier langlebige Sandgräberarten 
und der kurzlebige nächste Verwandte der Sandgräber – die Rohrratte – wurden farblich hervorgehoben (Legende rechts – neben 
Diagramm). Piktogramme markieren einige weitere, ausgewählte langlebige Spezies: A – Große Bartflederfledermaus (Myotis 
brandtii), B – Mensch (Homo sapiens), C – Grönlandwal (Balaena mysticetus). Die Zahl der eingetragenen Spezies (n) ist unten 
rechts im Diagramm angegeben. Die statistische Signifikanz (P) und das Bestimmtheitsmaß der Korrelation (r2) werden am 
oberen Ende der Zeichenfläche angezeigt. Die zugrundeliegenden Daten stammen von AnAge (Tacutu, et al. 2013). 
5. Die vorangegangenen Themen in den einzelnen Manuskripten 
In den vorangegangenen Kapiteln wurde u.a. der Zweig-Positionstest zur Detektion positiver Selektion 
vorgestellt. Das von mir entwickelte und im ersten der folgenden Manuskripte beschriebene Programm 
PosiGene baut auf diesem Test auf und ermöglicht das automatisierte und genomweite Identifizieren von 
PSGs. In Manuskript I zeige ich insbesondere, dass die in PosiGene implementierten Filterstrategien 
geeignet sind, um trotz der bekannten Anfälligkeit des Zweig-Positionstest gegenüber 
Alignierungsproblemen, eine niedrige Falsch-Positiv-Rate und somit verlässliche PSG-Vorhersagen zu 
gewährleisten. PosiGene habe ich in den Manuskripten II, IV und V angewendet, um PSGs auf 
evolutionären Zweigen zu ermitteln, auf denen sich die Lebensspanne sehr wahrscheinlich verändert hat, 
und die Ergebnisse anschließend aus dem Blickwinkel der Alternsforschung interpretiert. In den 
Manuskripten II und IV habe ich den Zweig des Türkisen Prachtgrundkärpflings bzw. anzestrale 
Prachtgrundkärpflingzweige untersucht, die zeitlich mit historischen Klimaveränderungen 




korrespondieren, von denen man annimmt, dass sie zur Verkürzung der Lebensspanne geführt haben. 
Manuskript III vergleicht die Ergebnisse zur positiven Selektion aus Manuskript II mit denen einer 
zeitgleich erschienenen Arbeit (Valenzano, et al. 2015) anhand für die Alternsforschung relevanter PSG-
Vorhersagen. Mit Manuskript V untersuche ich positive Selektion auf Zweigen von existierenden und 
anzestralen Sandgräberarten, auf denen die Lebensspanne wahrscheinlich verlängert wurde. 
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Autoren Arne Sahm, Martin Bens, Matthias Platzer, Karol Szafranski 
Zusammenfassung 
Es wurde ein Computerprogramm zur genomweiten Detektion 
positiver Selektion entwickelt. Das Hauptziel dabei war die 
Senkung der Falsch-Positiv-Rate durch geeignete Filterschritte. 
Die entsprechenden Nachweise wurden durch Simulationen 
und Tests auf Realdaten erbracht. 
II 
Titel 
Insights into Sex Chromosome Evolution and Aging from the 
Genome of a Short-Lived Fish 




Kathrin Reichwald, Andreas Petzold, Philipp Koch, Bryan R. 
Downie, Nils Hartmann, Stefan Pietsch, Mario Baumgart, 
Domitille Chalopin, Marius Felder, Martin Bens, Arne Sahm, 
Karol Szafranski, Stefan Taudien, Marco Groth, Ivan Arisi, 
Anja Weise, Samarth S. Bhatt, Virag Sharma, Johann M. 
Kraus, Florian Schmid, Steffen Priebe, Thomas Liehr, Matthias 
Görlach, Manuel E. Than, Michael Hiller, Hans A. Kestler, 
Jean-Nicolas Volff, Manfred Schartl, Alessandro Cellerino, 
Christoph Englert, Matthias Platzer 
Zusammenfassung 
Der Artikel beschäftigt sich mit der Sequenzierung und den 
Eigenschaften des Genoms des Türkisenen 
Prachtgrundkärpflings – der kurzlebigsten Spezies, die zurzeit 
in Gefangenschaft gehalten werden kann. Ich habe dabei die 
Analysen zur positiven Selektion beigesteuert. 
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Autoren Arne Sahm, Matthias Platzer, Alessandro Cellerino 
Zusammenfassung 
In diesem Übersichtsartikel wurden die Ergebnisse der 
vorgenannten Arbeit und die der zeitgleich erschienenen Studie 
einer anderen Arbeitsgruppe miteinander verglichen. Dabei 
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Arne Sahm, Martin Bens, Matthias Platzer, Alessandro 
Cellerino 
Zusammenfassung 
Der Artikel veröffentlicht Ergebnisse zur positiven Selektion 
auf anzestralen Zweigen der Prachtgrundkärpflinge, auf denen 
sehr wahrscheinlich die Lebenspanne verkürzt wurde. Dabei 
wurden insbesondere PSGs auf allen Ebenen der 
mitochondrialen Biogenese gefunden. 
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Arne Sahm, Martin Bens, Karol Szafranski, Susanne Holtze, 
Marco Groth, Matthias Görlach, Cornelis Calkhoven, Christine 
Müller, Matthias Schwab, Hans A. Kestler, Alessandro 
Cellerino, Hynek Burda, Thomas Hildebrandt, Philip 
Dammann, Matthias Platzer 
Zusammenfassung 
Der Artikel veröffentlicht Ergebnisse zur positiven Selektion 
bei langlebigen Sandgräbern (Nacktmull, Graumulle etc.) und 
ihren letzten gemeinsamen Vorfahren. Dabei wurden viele 
alternsrelevante Gene und biologische Prozesse identifiziert, 
insbesondere solche, die vom mTOR-Signalweg reguliert 
werden. 
*IF – englisch: Impact factor (Einflussfaktor) 2015/16 
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Abstract 
The genetic mechanisms that determine lifespan are poorly understood. Most research has been done 
on short lived animals and it is unclear if these insights can be transferred to long-lived mammals like 
humans. Some African mole-rats (Bathyergidae) have life expectancies that are multiple times higher 
than similar sized and phylogenetically closely related rodents. This naturally occurring longevity dwarfs 
any effect achievable by intervention in vertebrates to extend lifespan. Therefore, we studied the 
pattern of positive selection in African mole-rats and other long-lived rodents by combining genomic and 
transcriptomic data. We obtained data from 17 species and systematically scanned six extant and five 
ancestral lineages leading to longevity for positively selected gene candidates (PSGs). The non-redundant 
set of 319 PSGs contains regulators of mTOR and is enriched in functional terms associated with (i) 
processes that are regulated by the mTOR pathway, e.g. translation, autophagy and mitochondrial 
biogenesis, (ii) the immune system and (iii) antioxidant defense. Analyzing gene expression of PSGs 
during aging, we found a significant pattern of down-regulation in the long-lived naked mole-rat and up-
regulation in the short-lived rat, fitting the antagonistic pleiotropy theory of aging. We further analyzed 
the pattern of PSGs regarding the evolution of eusociality in African mole-rats and found it in line with a 
scenario that their last common ancestor already had a social predisposition. At the example of TXN and 
TF, we showed the potential functional relevance of the positively selected sites by homology modeling 
on the protein level, which may encourage experimental follow-up studies.  
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Most of the available information about the genetic mechanisms that govern lifespan and aging were 
obtained by studying single-gene mutations in invertebrates or short-lived, highly inbred vertebrate 
species. However, it is not clear whether insights about aging relevant genes and pathways gained from 
these species can be applied to long-lived species like human (Austad 2009). In addition, lifespan 
extensions under artificial laboratory conditions resulting from single gene mutations or other genetic, 
pharmacologic and/or lifestyle interventions are far smaller than natural variation of lifespan among 
species shaped by natural selection. Moreover, it is not clear to what extent genetic variation is 
responsible for intraspecific heritable differences in lifespan overlaps with the genetic architecture of 
lifespan macroevolution. As a case in point, maximum lifespan in captivity varies about two orders of 
magnitude and is positively correlated with body mass in vertebrates (Austad 2005; de Magalhaes, et al. 
2007), but the two traits are negatively correlated within species, the most extreme example being dog 
breeds (Fan, et al. 2016). Therefore, comparative evolutionary approaches that search for genetic 
differences between closely related species that are short- and long-lived with respect to their body 
mass may reveal novel candidate genes and pathways or open new perspectives on known ones.  
Rodents are an ideal taxon for such an approach. While the majority of species is short-lived, such as 
mice, rats and hamsters, there are long-lived exceptions, such as chinchillas, blind mole rats (BMR, 
Spalax sp.) and several African mole-rat species including the naked mole-rat (NMR, Heterocephalus 
glaber) (Tacutu, et al. 2013; Fushan, et al. 2015). Furthermore, genome and transcriptome sequences of 
short- and long-lived species are available and can be used for comparative analysis.  
African mole-rats (family Bathyergidae) are subterranean rodents that feed from roots and tubers. The 
family comprises six genera; for five out of these, maximum lifespan records are available for at least 
one species. Notably, and in contrast to most other rodents, none of these species has a maximum 
lifespan of below ten years or below the predictions of the power-law that describes body mass/lifespan 
relationships in mammals (Fushan, et al. 2015). At the extreme of this distribution, Zambian mole-rats 
from the Fukomys micklemi clade (Van Daele, et al. 2007) (the best studied representative being the 
Ansell´s mole-rat F. anselli, AMR), the giant mole-rat (GMR, Fukomys mechowii) and NMR, have 
maximum lifespans of at least ca. 20, 22 and 31 years, respectively. These values are 212%, 194% and 
368% with respect to the predicted lifespan based on their body mass ((Tacutu, et al. 2013), GMR 
percentage calculated with own lifespan data and same formula). In contrast, the established biomedical 
model organisms rat (Rattus norvegicus) and mouse (Mus musculus) have a maximum lifespan of 3.8 and 
4 years, respectively, which is 32% and 51% of the predicted value. Remarkably, the greater cane rat 
(Thryonomys swinderianus) that is closely related to the African mole-rats reaches only 28% of the 
predicted maximum lifespan (Tacutu, et al. 2013) (Fig. 1). 
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Figure 1. Nucleotide-based phylogeny of the analyzed rodents. Species or branches regarded in the 
present analyses as long-lived or leading to longevity, respectively, are depicted in bold. The branch 
numbers used in the text are shown in blue. The numbers of genes with signs of positive selection on the 
branches are colored in red. The first number after the species name shows the recorded maximum 
lifespan and the second number is the percentage of the observed vs. expected maximum lifespan based 
on the respective body mass. The maximum lifespans and ratios were taken from (Tacutu, et al. 2013), 
except for silvery mole-rat (personal communication by R. Sumbera) and giant mole rat (own data). For 
these two species, the expected maximum lifespans were calculated with the same mammalian 
allometric equation used by (Tacutu, et al. 2013). The scale bar represents 0.05 substitutions per site.  
 
Due to a number of unique phenotypes, the NMR became the focus of intensive research (Gorbunova, et 
al. 2014). It was the first vertebrate for which eusociality was discovered ((Jarvis 1981)). The NMR shows 
(i) the longest lifespan among rodents, (ii) no aging-related decline in reproductive and physiological 
parameters, as well as (iii) no observable aging-related increase in mortality rate (Buffenstein 2008). 
Among thousands of examined animals only six recently discovered cases of spontaneous tumors have 
been described (Delaney, et al. 2016; Taylor, et al. 2017). Interestingly, cancer resistance is shared with 
BMR, which is also long-lived but, despite its name, rather distantly related to African mole-rats (Fig. 1). 
However, different mechanisms are proposed for cancer resistance in these two taxa. While high-mass 
hyaluronan mediated early contact inhibition was suggested as a key player in NMR (Seluanov, et al. 
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2009), a concerted necrotic cell death mechanism in response to hyperproliferation was proposed for 
BMR (Gorbunova, et al. 2012). 
The search for signatures of positive selection represents a powerful approach to identify the genetic 
basis of these unique biological features. Positive selection is the fixation of an allele in a taxon driven by 
its positive effect on fitness. Once an adaptive phenotype evolved in a given species or evolutionary 
clade, some of the genes under positive selection likely play a role in it. In protein-coding sequences 
(CDSs), positive selection results in an increased rate of non-synonymous substitutions as compared to 
genetic drift. Statistical models based on the ratio of non-synonymous to synonymous substitution rates 
(dN/dS) are widely used in comparative genomics and allow the identification of specific amino acids 
within a given gene that changed due to positive selection (Kosiol, et al. 2008; Roux, et al. 2014; Sahm, 
Bens, Platzer and Cellerino 2017). 
Consequently, several studies performed genome-scale scans for positively selected gene candidates 
(PSGs) in African mole-rats and BMR. The first study (Kim, et al. 2011) searched for PSGs on the very long 
NMR branch in a four-species comparison with human as an outgroup and the mouse and rat as further 
rodents. Among the 142 identified PSG candidates, three were members of a five-protein complex 
involved in alternative lengthening of the telomeres. The second study (Fang, Nevo, et al. 2014), used 
ten species with the guinea pig (Cavia porcellus) as most closely related species and scanned for PSGs 
along the branches leading to NMR, Damaraland mole-rat (Fukomys damarensis) and their last common 
ancestor (LCA), identifying 334, 179 and 82 candidates, respectively, including candidates associated 
with neurotransmission of pain in the NMR. A third study (Davies, et al. 2015) used species from all six 
African mole-rat genera and searched the branch of the LCA of all African mole-rats that follows 
divergence from the guinea pig. Signs of positive selection were identified in 513 genes, including loci 
associated with tumorigenesis, aging, morphological development and sociality. All three studies suffer 
from a methodological limitation that is common in positive selection studies: in none of these, a closer 
related species than guinea pig was included. As guinea pig is not the closest relative of African mole rats 
not expressing the phenotypes of interest, it cannot be excluded that fixation of detected signs of 
positive selection predates – and therefore could not contribute to – the evolution of these phenotypes 
(Sahm, et al. 2016). A fourth study (Fang, Seim, et al. 2014) examined the BMR branch using the Chinese 
hamster (Cricetulus griseus) as the most closely related outgroup. Among the 48 PSG candidates, several 
were linked to necrosis, inflammation and cancer.  
To better resolve the above-mentioned ambiguities and to achieve a higher resolution of positive 
selection along rodent phylogenetic branches leading to longevity and eusociality, we analyzed genomic 
and transcriptomic data of 17 species – data from public sources and original data generated for this 
study. In particular, we generated genomic data for the greater cane rat as a key species absent from 
previous analysis and for the silvery mole-rat (SMR, Heliophobius argenteocinereus). We systematically 
scanned 11 evolutionary branches (6 corresponding to extant species and 5 to ancestral branches). This 
approach enables us to date precisely the occurrence of signatures of positive selection with respect to 
the evolution of the phenotypes of interest on multiple evolutionary branches of rodents. In addition, 
we generated RNA-seq data from young and old NMRs and laboratory rats (Rattus norvegicus) to analyze 
the overlap between PSGs and genes regulated during aging. Based on this, we discuss the implications 
of these results on our understanding of the genetic basis of aging, lifespan and sociality.  
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Results and Discussion 
As starting points for our analysis, we generated CDS libraries for five rodent species (NMR, AMR, GMR, 
SMR and greater cane rat) based on transcriptomic and genomic data. (Table S1/S2). Together with 
publicly available rodent CDS catalogs (Table S1), we obtained data for 17 species, including several 
additional African mole-rats, the chinchilla, BMR and short-lived outgroups like the guinea pig, mouse 
and rat (Fig. 1). From these sequences, we predicted orthologs and best matching isoforms between the 
species, calculated alignments and applied multiple times the branch-site test of positive selection 
(Zhang, et al. 2005).  
Based on the lifespans of the extant species, we regarded six extant as well as five ancestral branches as 
leading to enhanced longevity and examined them for positive selection (Fig. 1). In total, we detected 
341 PSGs (p<0.05, branch-site test). Our PSG assignment is based on nominal p-values, a common 
approach in genome-wide scans (Bakewell, et al. 2007; Gaya-Vidal and Alba 2014; Davies, et al. 2015) 
since the main error source of such analyses are alignment errors (Fletcher and Yang 2010) which result 
in extremely small p-values and therefore cannot be controlled by multiple test corrections. 
Furthermore, simulations have shown that the empirical false positive rate is very low if an appropriate 
filtering is used to remove alignment errors and unreliable results (Sahm, Bens, Platzer and Szafranski 
2017).  
Twenty genes were found on multiple branches (Table S3), resulting in a non-redundant set of 319 PSGs 
(Table S4-S15). Signs of positive selection for the same gene on multiple branches indicate possible 
parallel evolution. Among those, we found AMHR2 (anti-Mullerian hormone receptor type 2) to be 
positively selected both on branch 2 (NMR) and branch 11 (BMR). While AMHR2 plays a role in male 
fetal development and in ovarian follicle development of the adult female (Durlinger, et al. 2002), no 
function with regard to aging is described yet. However, the protein kinase domain of AMHR2 contains 
the greatest number of longevity-selected positions based on a regression analysis with 33 mammalian 
species (Semeiks and Grishin 2012). This domain contains 3 of 8 and 2 of 3 positively selected sites on 
branch 2 (NMR) and branch 11 (BMR), respectively. 
 
Different studies on positive selection in mole-rats show minor overlaps 
First, we compared our list of PSGs with the PSGs detected in previous studies of positive selection in 
mole-rats (Kim, et al. 2011; Fang, Nevo, et al. 2014; Fang, Seim, et al. 2014; Davies, et al. 2015) (Table 
S16). As observed before, (Davies, et al. 2015) PSGs from different studies show no or small overlaps. 
This is not surprising because the branches examined in previous studies represent different 
phylogenetic entities than those used here, even though some of them are named similarly. For 
example, Kim et al. examined an “NMR branch” using the house mouse as closest related species (Kim, 
et al. 2011). In our study, the sister taxon to NMR is represented by other African mole-rats and the 
house mouse is used only as an outgroup (Fig. 1). In a similar way, the analysis of the African mole-rat 
ancestor by previous studies (Fang, Seim, et al. 2014; Davies, et al. 2015) differs from ours as we 
incorporated the greater cane rat as closest related short-lived species and used guinea pig as an 
outgroup. We therefore analyzed evolutionary processes on a shorter phylogenetic distance that closely 
matches the appearance of the phenotypes under investigation. In addition, there are methodological 
differences between the studies, e.g. regarding ortholog prediction or alignment filtering. Unfortunately, 
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the contribution of these technical variables to the discrepancies cannot be assessed as the alignments 
used for the previous studies are not available and cannot be compared with those generated and 
provided in our study (Supplement Data).  
 
Positive selection and age-related regulation are linked 
Next, we analyzed the direction of the regulation of PSGs during aging to identify potential links between 
positive selection on the analyzed branches and genetic determinants of lifespan. In general, 
directionality analysis of gene regulation during aging is complicated by the fact that the direction itself 
is not informative, whether the respective gene function is either causing or counteracting aging. E.g. up-
regulation of a causative gene may accelerate aging and shorten lifespan while adaptive up-regulation to 
counteract aging phenotypes may extend longevity. We recently observed that PSGs in short-lived and 
fast-growing killifish were significantly more often up- than down-regulated during aging (Sahm, Bens, 
Platzer and Cellerino 2017). This finding is consistent with the concept of antagonistic pleiotropy 
(Hughes and Reynolds 2005) suggesting that the same genes that are positively selected in short-lived 
species for fast growth and maturation at young age are drivers of aging at old age. The antagonistic 
pleiotropy hypothesis is well supported, e.g. by the fact that growth rate and lifespan are negatively 
correlated, both between species and within many species (Bartke 2012; Fushan, et al. 2015). If, 
however, up-regulation of PSGs in short-lived species may cause aging, we hypothesized that selection 
for longevity is more compatible with attenuation of gene activity – either on the level of protein 
function or gene regulation – since avoiding damage is easier than improving repair.  
Following this hypothesis, we performed RNA-seq in liver from old vs. young males of both long-lived 
NMRs and short-lived rats (>21 vs. 2-4 years and 24 vs. 6 months, respectively; Table S17-S19). Indeed, 
the union of PSGs showed preference for down-regulation in NMR and for up-regulation in rats in 
respect to all regulated genes (p=0.0089, Lancaster procedure (Dai, et al. 2014)). Moreover, the down-
regulation in the long-lived and up-regulation in the short-lived species originate largely from the same 
genes as in a combined view on aging related expression changes in NMR and rat (Fig. 2), PSGs showed a 
highly significant preference for quadrant I (down in NMR, up in rat; p=0.0014, one-sided fisher test, 
quadrant I against the sum of II, III, IV). These results indicate that identified PSGs are associated with 
expression changes during aging of long- and short-lived rodents consistent with the antagonistic 
pleiotropy theory of aging. 
To functionally annotate PSGs in respect to aging, we performed gene ontology (GO) term enrichment 
analysis. Regarding all genes, there was a significant enrichment for down-regulation in 126 terms during 
NMR aging while no term was enriched for up-regulation (Table S20, FDR<0.05, GAGE). The enriched 126 
terms were summarized into 16 categories (Tables S21/S22, REVIGO). Among the six top categories are 
“translation” (GO:0006412), “cellular respiration” (GO:0045333), “response to oxidative stress” 
(GO:0006979) and “iron ion homeostasis” (GO:0055072) previously linked to aging (see below). With 
respect to possible pleiotropic effects, translation and cellular respiration are also key components of 
the growth program. To evaluate the PSGs in respect to these categories, we built the union of genes for 
each category and tested for overrepresentation of PSGs. Regarding all PSGs, there was a significant 
overlap with “cellular respiration” (p=0.0022, one-sided fisher test) and “response to oxidative stress” 
(p=0.029). Regarding only the 82 PSGs that were down-regulated in NMR and up-regulated during rat 
aging (quadrant I, Fig. 2), all four categories were significantly enriched (cellular respiration: p=2.1*10-6, 
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response to oxidative stress: p=0.022, iron ion homeostasis: p=8.5*10-4, translation: p=0.011; Table S23). 
This again suggests that PSGs are linked to aging relevant processes in an antagonistic pleiotropic way. 
The result is also consistent with the hyperfunction theory of aging that suggests that antagonistic 
pleiotropy works via a mechanism of “perverted” growth. According to this theory the growth program 
that is beneficial during youth is not entirely stopped after finishing development and causes damage 
from that point on. The theory further claims that the master regulator mTOR governs this growth 
program (Blagosklonny 2008, 2012).  
 
Figure 2. PSG expression changes during aging of NMR and laboratory rat. The roman numbers describe 
the quadrant, the colored numbers below that show the number of PSGs in the respective quadrant and 
the black numbers at the bottom give the total regulated genes in the quadrant. The red marked 
quadrant (I) represents PSGs that were down regulated in the long-lived NMR and up regulated in the 
short-lived rat and tested against the sum of three blue marked quadrants (II, III, IV) with Fisher’s exact 
test (one-sided). The resulting p-value is shown in quadrant I. The total number of PSGs shown in this 
plot (234) is lower than the unique number of all PSGs (319) due to missing expression of genes in NMR 
and/or rat as well as missing log2-fold-changes in at least one of the species (DEseq2). 
  
Inflammation and host defense are enriched in branches leading to longevity 
Subsequently, we searched for enriched gene ontologies in the union of PSGs across the 11 branches 
along which longevity evolved and in each of these branches separately (Table S24). We found 
enrichments of genes involved in inflammatory response (GO:0006954; FDR=0.0068, Fisher’s exact test) 
and defense response (GO:0006952, FDR=0.0092). Aging is tightly associated to the delicate balance 
between pro-inflammatory responses to resist potentially fatal infections and the inexorable damages 
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that are accumulated by this (Licastro, et al. 2005; Pitt and Kaeberlein 2015). Chronic inflammation is 
described as a major risk factor for aging and aging-related diseases such as atherosclerosis, diabetes, 
Alzheimer's disease, sarcopenia and cancer (Chung, et al. 2009). 
 
mTOR, autophagy and translation pathways show signs of positive selection leading to longevity 
On branch 2 (NMR), we found RHEB (Ras homolog enriched in brain) coding for a direct regulator of 
mTOR (mechanistic target of rapamycin) and on branch 9 (AMR) its paralog RHEBL1 to be positively 
selected, a situation consistent with the concepts of parallel evolution as well as of subfunctionalization 
of genes after duplication. mTOR operates as a central regulator of cell metabolism, growth, 
inflammation and proliferation and was identified as a key regulator of aging and aging-related diseases 
in yeast, nematodes, fruit flies, and mice (Kenyon 2010; Johnson, et al. 2013).  
mTOR is also a key regulator of autophagy (Jung, et al. 2010). Autophagy is a cellular protective cleaning 
mechanism, required for organelle homeostasis, especially mitochondria. While enhanced autophagy 
was shown to be associated with lifespan extension in worms, flies and mice, inhibition of autophagy, 
conversely, leads to premature aging in mice (Rubinsztein, et al. 2011). An essential autophagy gene, 
LAMP2 (lysosomal associated membrane protein 2), was identified as PSG on branch 2 (NMR) and 
branch 11 (BMR). As a receptor for chaperone-mediated autophagy and a major protein component of 
the lysosomal membrane, LAMP2 is required for degradation of individual proteins through direct 
import into the lysosomal lumen (Cuervo and Dice 1996; Bandyopadhyay, et al. 2008). Aging-dependent 
decrease of LAMP2 expression was observed in mouse liver. Reinstatement of juvenile LAMP2 levels in 
aged mice significantly reduces aging-dependent decline of cell function and restores the degree of cell 
damage to that found in young mice (Zhang and Cuervo 2008).  
Besides the lysosome, another cellular protein quality control and degradation system is the 
proteasome. While impaired proteasome function and subsequent accumulation of misfolded proteins 
were tightly correlated with aging and aging-related neurodegenerative disorders like Parkinson’s and 
Alzheimer’s disease, long-lived humans have sustained proteasome activity (Chondrogianni, et al. 2000; 
Kevei and Hoppe 2014; Saez and Vilchez 2014). Two proteasome subunit genes, PSMG1 (proteasome 
assembly chaperone 1) and PSMB4 (proteasome subunit beta 4), were identified as PSGs on branch 11 
(BMR). PSMB4 has been classified as a driver for several types of tumors (Lee, et al. 2014) and is a known 
interaction partner of PRP19 (pre-mRNA-processing factor 19 or senescence evasion factor) that is 
essential for cell survival and DNA repair (Beck, et al. 2008). 
Another aging relevant downstream process regulated by mTOR is translation. We identified two 
ribosomal proteins, RPL7L1 and RPL27A, on branch 3 (LCA of all African mole-rats except NMR). While in 
general, cytosolic ribosomal proteins are up-regulated with aging in humans (Zahn, et al. 2006), rats (Ori, 
et al. 2015) and killifish (Reichwald, et al. 2015) both genes are significantly down-regulated during NMR 
aging (FDR≤0.05, DESeq2). This fits the down-regulation of translation-related processes during NMR 
aging in general (see above). Furthermore, the protein synthesis machinery is a driver of replicative 
senescence in yeast (Janssens, et al. 2015). The longitudinal aging study in killifish (Baumgart, et al. 2016) 
highlighted the starting values at 10 weeks and the amplitude of age-dependent increase of ribosomal 
proteins to be negatively correlated with lifespan. Inhibition of protein synthesis by reduction of 
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ribosomal proteins was shown to extend lifespan in worms (Hansen, et al. 2007) and mice (Hofmann, et 
al. 2015).  
 
Positive selection leading to longevity affects mitochondrial biogenesis and regulation of oxidative 
stress 
Besides regulation of cytoplasmic translation of nuclear encoded genes, mTOR is also involved in 
mitochondrial translation. There appears to be a complex interplay between mTOR signaling, 
mitochondrial gene expression and oxygen consumption as well as production of reactive oxygen species 
(ROS) (Schieke, et al. 2006; Bonawitz, et al. 2007; Bratic and Larsson 2013). Across multiple longevity-
associated branches we identified PSGs that are involved in mitochondrial biogenesis (Table 1). We 
found, e.g., an enrichment of "mitochondrial translation" (GO:0032543, FDR=0.044) on branch 5 (SMR), 
the mitochondrial transcriptional termination factor (MTERF) on branch 2 (NMR) and six mitochondrial 
ribosomal proteins (MRPs) distributed on branches 5 (SMR), 7 (LCA of AMR and GMR) and 11 (BMR). 
Furthermore, nuclear encoded genes of respiratory chain complex I (NDUFA9 and NDUFB11: NADH 
ubiquinone oxidoreductase subunits A9 and B11) and complex IV (COX14: cytochrome c oxidase 
assembly factor COX14) were identified as PSGs. Of note, we found 6 of these 15 genes to be 
significantly down-regulated during aging in NMR (Table 1). This suggests a functional relation of these 
genes to the aging process in an extremely long-lived rodent and is concordant with the down-regulation 
of genes involved in cellular respiration during NMR aging described above. 
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Table 1. Mitochondrial biogenesis genes under positive selection on longevity-associated branches. 
Gene 
Positively selected on branch 
NMR aging Function in mitochondrium 
Branch number Branch description 
NDUFA9 8 GMR  ↓ Complex I 
MTERF 2 NMR ns Transcription 










NDUFB11 5 SMR ↓ Complex I 
MRPS11 5 SMR ↓ Translation 
MRPS36 5 SMR ↓ Translation 
MRPL30 5 SMR ↓ Translation 
TRNT1 11 BMR ns RNA processing 
COX14 11 BMR ns Complex IV 
DARS2 11 BMR ns RNA processing 
MRPL57 11 BMR ns Translation 
MRPL15 11 BMR ns Translation 
MRPL28 7 Fukomys LCA ns Translation 
GATC 10 long-tailed chinchilla ns RNA processing 
Note: Branch numbers refer to figure 1. LCA – last common ancestor; ↓– significantly lower expressed in 
liver of old animals compared to young animals (FDR<0.05); ns – not significantly changed.  
 
Studies in mouse and the short-lived killifish have shown that expression of MRPs and complex I genes is 
negatively correlated with individual lifespan (Miwa, et al. 2014; Baumgart, et al. 2016). Knock-down of 
MRPs in worms results in an impaired assembly of respiratory complexes and life-extension (Dillin, et al. 
2002). Furthermore, we recently identified a significant enrichment of mitochondrial biogenesis genes 
including those for multiple MRPs, complex I components and MTERF among PSGs on two ancestral 
branches of annual killifishes on which lifespan was shortened considerably and independently from 
each other (Sahm, Bens, Platzer and Cellerino 2017). Altogether, these results raise again the intriguing 
possibility that similar or even the same genes could be causally linked to the evolution of both short and 
long lifespan.  
Mitochondria are also the main source of ROS that cause oxidative stress, i.e. damages to DNA, proteins 
and other cellular components (Balaban, et al. 2005). Oxidative stress is thought to play a major role in 
the pathogenesis of neurodegenerative diseases (Kim, et al. 2015) and even the determination of 
lifespan in general (“oxidative stress theory of aging”) (Barja 2014). On branch 3 (LCA of all African mole-
rats except NMR), we found an enrichment of oxidoreductase activity (GO: GO:0016491; FDR=0.024) and 
positive selection of TXN (thioredoxin), coding for an oxidoreductase enzyme that acts as an antioxidant 
extending lifespan in fly (Umeda-Kameyama, et al. 2007) and potentially also in mice (Mitsui, et al. 2002; 
Perez, et al. 2011). As an example of continued evolution, TXN was found to be positively selected also 
on branch 7 (LCA of AMR and GMR). SOD2 (superoxide dismutase 2) and CCS (copper chaperone for 
superoxide dismutase) are PSGs on branch 10 (chinchilla) and branch 2 (NMR), respectively. Both genes 
are involved in ROS defense and affect aging/lifespan in several species (Son, et al. 2009; Flynn and 
Melov 2013). This is interesting because in recent years, it has been repeatedly questioned that the 
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oxidative stress theory of aging has much relevance for bathyergid rodents, given that several studies 
failed to find improved antioxidant capacities and/or less accumulation of oxidative damage in NMRs 
compared to the much shorter-lived mice (Andziak, et al. 2005; Andziak and Buffenstein 2006; Andziak, 
et al. 2006). This is consistent with our finding of down-regulation of processes involved in “response to 
oxidative stress” (GO:0006979) during aging in NMR (see above). On the other hand, significantly higher 
levels of oxidative damage on proteins and lipids in non-reproductive as compared to reproductive 
females of the Damaraland mole-rat were found (Schmidt, et al. 2014). Since non-reproductive 
individuals live shorter (and hence age faster) than their reproductive counterparts in Fukomys sp. 
(Dammann and Burda 2006; Dammann, et al. 2011; Schmidt, et al. 2013), these results are consistent 
with the oxidative stress theory of aging. The diverse signs of positive selection on branch 2 (NMR), 3 
(LCA of all African mole-rats except NMR) and 7 (LCA of AMR and GMR) may suggest that the impact of 
oxidative stress on aging differs between NMR and other African mole-rats.  
ROS production and ROS-induced damage to biomolecules are intertwined with the formation of 
advanced glycation end-products (AGEs). AGEs are stable bonds between carbohydrates and 
proteins/lipids which are formed in a non-enzymatic fashion. AGEs activate membrane-bound or soluble 
AGER (AGE specific receptor) and AGEs/AGER have been linked to several aging-related diseases 
including Alzheimer’s disease and diabetes (Vistoli, et al. 2013). Interestingly, AGER was found to be a 
PSG on branch 9 (AMR) and branch 10 (chinchilla). The role of AGEs/AGER in aging is complex and Janus-
faced (Simm, et al. 2015). AGER is significantly up-regulated in liver during NMR aging. Similarly, in skin 
AGE levels rise with chronological age in AMR, but surprisingly are higher in the skin of slow aging 
breeders than of faster aging non-breeders (Dammann, et al. 2012) 
 
Additional links between positive selection and longevity  
The gene APOA1 (apolipoprotein A1) was found as PSG on branch 7 (LCA of AMR and GMR) and 
significantly up-regulated during NMR aging in liver. APOA1 is a component of HDL-particles which are as 
transporter of cholesterol relevant for aging-associated diseases. Polymorphisms of APOA1 are 
associated to coronary artery disease (Helgadottir, et al. 2016). Furthermore, APOA1 is an interaction 
partner of APOE a well-described genetic risk factor for Alzheimer’s and cardiovascular diseases (Mahley 
2016) and the locus with the largest statistical support for an association with extreme longevity (Broer, 
et al. 2015). Same as MTERF (see above), APOA1 is one of nine genes that we recently found to be 
positively selected on both of two ancestral sister branches of annual fishes on which lifespan was 
independently reduced (Sahm, Bens, Platzer and Cellerino 2017). 
TF (transferrin) was identified as PSG on branch 4 (LCA of Cape, Cape dune, giant, AMR and common 
mole-rats). TF is an iron-binding protein responsible for transport of iron in the bloodstream and 
therefore essential for iron homeostasis (Macedo and de Sousa 2008). Neurons regulate iron intake via 
the TF receptor and dysregulation of this tightly controlled process in the brain is associated with 
neurodegenerative, age-related diseases like Parkinson’s and Alzheimer’s (Hare, et al. 2013). TF is 
significantly down-regulated during NMR aging which is consistent with the down-regulation of “iron ion 
homeostasis” (GO:0055072) related processes during NMR aging in general (see above).  
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Selection signatures of social evolution among African mole rats is consistent with a scenario of 
ancestral eusociality 
Although all African mole-rats are strictly subterranean and occupy similar nutritional niches, intra-
familiar variety of social and mating systems is amazingly high. Solitariness and polygamy in some genera 
(Heliophobius, Georychus and Bathyergus) contrast sharply with social organization in others 
(Heterocephalus, Fukomys and Cryptomys). In the latter, stable monogamous bonding of (typically one) 
reproductive founder pair coupled with prolonged philopatry and reproductive altruism of their 
offspring result in extended and cooperatively breeding family units, which can grow to considerable 
size. There has been much debate whether eusociality in African mole-rats is a derived or ancestral trait 
(Jarvis and Bennett 1993; Burda, et al. 2000). The first scenario assumes a solitary LCA of African mole-
rats (branch 1) and subsequent independent, parallel evolution of eusocial habits on branch 2 (NMR) and 
branch 6 (LCA of AMR, GMR and common mole-rats) and/or branch 7 (LCA of AMR and GMR) (Davies, et 
al. 2015). In contrast, the second scenario suggests a eusocial LCA of all mole-rats (branch 1) and 
independent loss of this phenotype in the SMR (branch 5) and the LCA of the genera Bathyergus and 
Georychus (Cape and Cape dune mole-rat). Recent phylogenetic approaches are more supportive of 
scenario 2 (Smorkatcheva and Lukhtanov 2014; Sobrero, et al. 2014) however, a PSG-based analysis of 
the issue is still lacking. Accordingly, we searched our data in support of one or the other scenario. 
All four PSGs found on the ancestral branch 1 of all African mole-rats are involved in signaling, resulting 
in enrichments, e.g., of "positive regulation of cell communication" (GO:0010647, FDR=0.0092) and 
"positive regulation of signaling" (GO:0023056, FDR=0.0092). Enrichments in signal transduction were 
identified as major common pattern of the multiple independent occurrences of eusociality in bees 
(Woodard, et al. 2011) strongly suggesting parallel evolution in eusocial insects and mammals. 
On the other hand, members of the major histocompatibility complex (MHC) were identified as PSG on 
branch 2 (NMR) and on branch 7 (LCA of AMR and GMR). MHC genes have a central function in the 
acquired immune system and immune dysfunction is involved in many neurodevelopmental disorders as 
well as social behavior deficits in mice and humans (Estes and McAllister 2015; Malkki 2016). MHCs have 
been implicated in language impairment and schizophrenia (Kodavali, et al. 2014; Nudel, et al. 2014). A 
human allele of HLA-A was associated with autism defined as a pattern of behavior identified by deficits 
in communication and reciprocal social interactions (Torres, et al. 2006). 
Additionally, we found two signals with a potential link to social evolution on branch 2 (NMR), but not 
branch 6 (LCA of AMR, GMR and common mole-rats) or 7 (LCA of AMR and GMR). The first were innate 
immune system related enrichments "positive regulation of T cell activation" (GO:0050870, FDR=0.027) 
and "positive regulation of leukocyte cell-cell adhesion" (GO:1903039, FDR=0.027). In social ants and 
bees, it was shown that several innate immune genes have a pattern of accelerated amino acid evolution 
compared both to non-immunity genes in the same species and immune genes in solitary fly 
(Viljakainen, et al. 2009). Second, we found NOTCH2 positively selected only on branch 2 (NMR). The 
encoded protein is one of four Notch-receptors. Notch signaling regulates interactions between 
physically adjacent cells and has a central role in the development of many tissues, including neurons 
(Guruharsha, et al. 2012). It was demonstrated that Notch signaling represses reproduction in worker 
honeybees depending on the presence of the queen and that chemical inhibition of Notch signaling can 
overcome the repressive effect of queen pheromone in regard to the worker ovary activity (Duncan, et 
al. 2016). 
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On the other hand, HSD11B1 (hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1) was identified as PSG on branch 
6 (LCA of AMR, GMR and common mole-rats), but not branch 2 (NMR). The encoded protein catalyzes 
reversibly the conversion of the stress hormone cortisol to the inactive metabolite cortisone (Frick, et al. 
2004). Cortisol concentration was shown to inversely correlate with social ranks in NMRs (Clarke and 
Faulkes 1997) and with anti-social and isolation behavior in human adolescents (Sanchez-Martin, et al. 
2001; Hawes, et al. 2009). Furthermore, cortisol regulates carbohydrate metabolism that is another 
common enriched GO-Term in the evolution of eusociality in bees (Woodard, et al. 2011). Not linked to 
eusociality but still noteworthy, HSD11B1 is significantly down-regulated during aging in the NMR and 
knockout of HSD11B1 in mice improves their cognitive performance in aging (Holmes, et al. 2001). 
Furthermore, inhibition was described as a risk factor for cardiovascular disease and diabetes type 2 
(Anderson and Walker 2013). 
Taken together, our data are on best agreement with a scenario assuming eusociality (or a 
predisposition for it) in the LCA of all African mole-rats, followed by further independent, branch-specific 
evolution or loss of the phenotype leading to the distinct social genera that live today.  
 
Homology modeling suggests functional consequences of amino acid changes under positive selection 
To evaluate the structural impact of positively selected amino acid changes, we performed homology 
modeling using exemplary the sites of highest probability for selection in cytoplasmic thioredoxin (TXN) 
and transferrin (TF). As mentioned above TXN is positively selected on branch 7 (LCA of AMR and GMR). 
In TXN of these species, there is a tyrosine residue that replaces Cys69. The latter, together with Cys62 
and Cys73, constitute highly conserved mammalian non-catalytic cysteines. The local structure around 
Cys69 and Cys62 in TXN is important for interaction with the cytoplasmic thioredoxin reductase (TR1; 
(Fritz-Wolf, et al. 2011)), which ‘recycles’, i.e. re-reduces, the catalytic cysteines of oxidized TXN. The 
modeling using the structure of a fully reduced human TXN (1ERT; (Weichsel, et al. 1996)) as template 
suggests that the rather bulky side chain of Tyr69 can be accommodated in the structure of TXN (Fig. 
3A), hence allowing for a productive helical interface region to TR1. TXN recycling is inhibited by 
formation of a disulfide bridge between Cys62 and Cys69 (Fig S1; see (Hwang, et al. 2015)), e.g. under 
highly oxidative conditions, thereby diminishing the pool of catalytically active TXN under oxidative 
stress (Watson, et al. 2003; Hashemy and Holmgren 2008). Obviously, that disulfide bridge cannot form 
in AMR and GMR because of Cys69Tyr. From this, we conclude that Tyr69 is compatible with TXN 
recycling also under oxidative stress. Moreover, Cys69 is known to be a target for posttranslational 
modifications with impact on e.g. anti-apoptotic/apoptotic signaling pathways (for a review see: (Wu, et 
al. 2011)), raising interesting questions on physiological consequences of the Cys69Tyr replacement. 
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Figure 3. Homology models of Ansell’s mole-rat (AMR) thioredoxin (TXN) and transferrin (TF). (A) 
Overview of the modeled AMR TXN structure (green) superimposed onto the fully reduced human TXN 
template structure (1ERT, grey). Residues discussed in the text are labeled, numbering according to 
position in the human sequence. Color code of Cys69 and Tyr69 corresponds to the respective ribbon 
representation. Heteroatoms: sulfur in yellow, oxygen in red. (B) Overview of the modeled AMR TF 
structure (green) superimposed onto the rabbit TF template structure (1JNF, grey). The position of the 
Asn383Lys site discussed in the text at the boxed center of the lobe interface numbered and indicated in 
cyan. Brown spheres: Fe3+ coordinated in the template structure (1JNF, ion radius enlarged for better 
visibility). (C) Detail of the TF lobe interface. Shown is a magnification of the boxed region in (B). Coloring 
and numbering as in (B), side chain nitrogen atoms (blue), oxygen atoms (red). Potential hydrogen bond 
in 1JNF (light blue) as discussed in the text. Numbering (black) according to positions in the rabbit TF 
structure (1JNF).  
TF is a PSG on branch 4 (LCA of Cape, Cape dune, giant, AMR and common mole-rats) and Ser383Lys is 
the site of highest probability for selection. Serum TFs form a bilobal structure, and each lobe contains 
two dissimilar domains with a single iron-binding site. Inspecting the structure of the AMR TF modeled 
on the rabbit protein (1JNF; (Hall, et al. 2002)) as template, we realized that Lys 383 is located at the 
interface between the two lobes (Fig. 3B). In the rabbit TF two juxtapositioned Asn residues at position 
383 and 312 might form an H-bond and this constellation could stabilize the inter-lobe interactions 
(Fig. 3C). In contrast, the juxtaposition of the positively charged side chains of Lys383 and a conserved 
Arg312 in the AMR structural model (Fig. 3C) would be expected to weaken the lobe-lobe interaction 
due to electrostatic repulsion. The functional consequences for TF or TXN implied by this modeling 
require experimental validation.  
Conclusions 
We provided a systematic scan for PSGs on evolutionary branches of the African mole-rat family and 
other rodents leading to longevity and eusociality. Due to the incorporation of species from all six genera 
of the African mole-rats as well as its closest relative, the cane rat, into the analysis, we were able to 
examine considerably more extant and ancestral branches than previous studies. This enabled the 
analysis to provide a high resolution of positive selection on branches on which the mentioned traits had 
evolved.  
Analyzing the gene expression of PSGs, we found a highly significant pattern of down-regulation in the 
long-lived NMR and up-regulation in the short-lived rat, fitting the antagonistic pleiotropy theory of 
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aging (Medawar 1952) and the hyperfunction theory of aging. The latter claims mTOR as a central hub 
affecting aging and lifespan (Blagosklonny 2012). Correspondingly, the PSGs and enriched functional 
terms cover many of the processes that are regulated by the mTOR pathway, e.g. translation, autophagy 
and mitochondrial biogenesis. Furthermore, with RHEB and its ortholog RHEB1L direct regulators of 
mTOR (Groenewoud and Zwartkruis 2013) are under positive selection in two of the branches. In 
addition, we linked positive selection with immune system and the antioxidant defense, processes 
known to be involved in regulation of lifespan.  
With regard to evolution of eusociality, our findings are in line with the theory that the LCA of all African 
mole-rats had at least a predisposition for social lifestyle that was lost in some lineages, while in other 
lineages the ancestral phenotype has further evolved, leading to the distinct social phenotypes in the 
extant species. 
Moreover, we exemplarily showed potential functional relevance of the positively selected sites by 
homology modeling on the protein level. This may encourage experimental follow-up studies since all 




We examined nine African mole-rat species covering all six genera. Additionally, our analysis comprises 
eight outgroup species, including the long-lived BMR and the chinchilla. mRNA sequences of seven 
distantly related outgroup species were obtained from RefSeq along with their CDS annotation (Table 
S1). For the NMR we used a recently published de novo transcriptome assembly (Bens, et al. 2016). RNA-
seq data for six mole-rat species was obtained from GenBank Sequence Read Archive, study SRP061925 
(Davies, et al. 2015). The reads were assembled and annotated using FRAMA as described in (Bens, et al. 
2016). 
For AMR and GMR, purification of RNA from 13 and 17 tissues, respectively, was done using Qiagen 
RNeasy Mini Kit following the manufacturer's description. Novel RNA-seq was performed for both 
species as described in Table S2. De novo transcriptome assemblies of the generated data were 
performed using FRAMA (Bens, et al. 2016) (see Table S1).  
For the SMR and the greater cane rat genome sequencing was performed to complement the 
transcriptome data. DNA was isolated from liver tissue of two female SMR individuals and a male liver of 
the greater cane rat using DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). DNA was then converted to Illumina libraries 
and sequencing was done as given in Table S2. Sequence reads were cleaned by removal of adaptors and 
low-quality regions at the ends (i.e. regions with more than 10% with quality score ≤ 20). Low quality 
reads (i.e. less than 50% remained) and duplicons were discarded. De novo genome sequence assembly 
was performed using CLC assembler (CLC Genomics) with default settings. The CDS annotation was done 
using AUGUSTUS (Stanke, et al. 2006) with AMR CDSs as hint.  
All animals were housed and euthanized compliant with national and state regulations. Read data was 
deposited as ENA (European Nucleotide Archive) study PRJEB20584. 
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Identification of positively selected genes 
To scan on a genome-wide scale for genes under positive selection, we fed the CDSs of the described 
species set along with the branches we wanted to examine (Fig. 1) into the PosiGene pipeline (Sahm, 
Bens, Platzer and Szafranski 2017). GMR was used as PosiGene’s anchor species. Regarding the SMR, for 
which we had both a genome and a transcriptome assembly, we used generally the transcriptome 
assembly, except for those ortholog groups in which no SMR ortholog could be assigned via 
transcriptomic but via genomic data. This was accomplished by calling the three PosiGene modules 
separately, feeding both assemblies independently in the first module (ortholog assignment) and 
deleting all genome-based SMR sequence in those ortholog groups that contained transcriptome-based 
SMR CDSs before calling the second module. An overview about the number of genes and sequences 
tested for positive selection in the different branches is shown in Table S1. We considered all genes with 
nominal p-values ≤ 0.05 as PSGs.  
 
Gene ontologies 
We determined enrichments for GO categories with Fisher’s exact test based on on the R package 
GOstats. The resulting p-values were corrected using the Benjamini-Hochberg method (FDR). 
 
Differentially expressed genes during NMR and rat aging 
The young and old rats (strain Wistar) had an age of 6 (n=4) and 24 (n=5) months, respectively. The 
young NMRs had an age of 3.42±0.58 years (average±sd, n=6). The old NMRs were at least 21 years old 
(recorded lifetime in captivity, n=3). All examined animals were males. All animals were housed and 
euthanized compliant with national and state regulations. For both species, purification of RNA from 
liver samples was done using Qiagen RNeasy Mini Kit following the manufacturer's description. In short, 
we performed RNA-seq using Illumina HiSeq 2500 with 50 nt single read technology and a sequencing 
depth of at least 20 mio reads/sample (Table S17). For NMR, the read mapping was performed with 
STAR (Dobin, et al. 2013) (--outFilterMismatchNoverLmax 0.06 --outFilterMatchNminOverLread 0.9 --
outFilterMultimapNmax 1) against the public genome (Bioproject: PRJNA72441) that we had annotated 
before by aligning the above mentioned NMR transcriptome reference using BLAT (Kent 2002) and 
SPLIGN (Kapustin, et al. 2008). Rat reads were aligned against the mentioned RefSeq reference using 
bwa aln (Li and Durbin 2009) (-n 2 -o 0 -e 0 -O 1000 -E 1000). Read data and counts were deposited as 
GEO (Gene Expression Omnibus) series GSE98746. Differentially expressed genes (FDR≤0.05, Table S18, 
S19) and fold-changes were determined with DESeq2 (Love, et al. 2014). GAGE (Luo, et al. 2009) was 
used to determine enriched gene ontologies based on fold-changes (Table S20). Gene ontologies with 
FDR≤0.05 were summarized using REVIGO (allowed similarity=0.5) (Supek, et al. 2011). Four of the six 
largest summarized categories of the resulting treemap (Table S21/S22) were further analyzed due their 
aging relevance (representative terms given): “translation” (GO:0006412), “cellular respiration” 
(GO:0045333), “response to oxidative stress” (GO:0006979) and “iron ion homeostasis” (GO:0055072). 
For each of these categories the union of genes across gene ontology terms was built. These unions were 
tested for significant overlaps with (i) the union of PSGs across branches and (ii) the union of PSGs across 
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branches that were down-regulated during aging in NMR and up-regulated in rat (Fisher’s exact test). 
Functional annotation of the PSGs in respect to the four categories is given in Table S23). 
 
Homology modeling of protein structure 
Models were built in SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org;) (Arnold, et al. 2006; Biasini, et al. 
2014). No further optimization was applied to the resulting TXN and TF models. Superimposition of the 
model and template structures and rendering was carried out using CHIMERA (Pettersen, et al. 2004). 
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Die vorliegende Arbeit hat sowohl eine methodische und als auch eine inhaltliche Klammer. Die 
methodische Klammer ist die genomweite Untersuchung positiver Selektion. Dazu habe ich verschiedene 
Software-Werkzeuge entwickelt und sie anschließend zum Programm PosiGene zusammengefügt 
(Manuskript I). PosiGene habe ich dann für meine Beiträge zu anderen Arbeiten eingesetzt (Manuskript 
II, IV und V). Manuskript III vergleicht die Ergebnisse aus Manuskript II mit denen einer anderen 
Arbeitsgruppe (Valenzano, et al. 2015). Die Detektion von PSGs auf evolutionären Zweigen, auf denen 
sehr wahrscheinlich eine Anpassung der Lebensspanne stattgefunden hat, bildet die inhaltliche Klammer 
der Arbeit (Abbildung 6). 
 
Abbildung 6. Zusammenhang der Manuskripte. Das in der Zeitschrift Nucleic Acids Research veröffentlichte Programm 
PosiGene, mit dem PSGs genomweit identifiziert werden können, wurde im Zuge der anderen Arbeiten als ihre jeweilige 
Hauptmethode angewendet. Drei Arbeiten (links) beschäftigen sich mit positiver Selektion bei Prachtgrundkärpflingen im 
Kontext der Evolution von Kurzlebigkeit – eine Arbeit (rechts) mit positiver Selektion bei Sandgräbern im Kontext der Evolution 
von Langlebigkeit. In den Kladogrammen sind Zweige rot markiert, die in den jeweiligen Artikeln nach PSGs abgesucht wurden. 
Für die Kladogramme links ist die durchschnittlichen Lebensspanne der folgenden Spezies angegeben: A. striatum, N. 
korthausae, N. rachovii, N. pienaari, N. kuhntae, N. kadleci und N. furzeri. Für das Kladogramm rechts sind die maximalen 
Lebensspannen der folgenden Spezies aufgeführt: T. swinderianus, H. glaber, H. argenteocinereus, B.suillus, G. capensis, C. 
hottentottus, F. mechowii und F. micklemi. 




6. Fortentwicklung und kritische Betrachtung der verwendeten Methode  
Die normale Vorgehensweise der auf dem Feld der genomweiten Untersuchung positiver Selektion tätigen 
Gruppen ist die Entwicklung hausinterner Software, mit deren Hilfe PSGs identifiziert werden, die dann 
in Publikationen einfließen – letztere werden am Ende des dritten Kapitels und in Manuskript I vielfach 
zitiert. Die Veröffentlichung der entsprechenden Software wäre in vielen Fällen wahrscheinlich auch nicht 
sinnvoll, da es sich i.d.R nicht um ein einheitliches Programm zur genomweiten Detektion positiver 
Selektion, sondern um eine Reihe von einzeln aufzurufenden Programmen handeln dürfte, von denen 
einige möglicherweise nur im Kontext der Rechnerarchitektur der jeweiligen Arbeitsgruppe funktionieren. 
Aus diesen Gründen werden die eingesetzten Algorithmen, Filter und externen Programme in den 
Methodenteilen der entsprechenden Artikel lediglich beschrieben. An diesen Methodenteilen habe ich 
mich bei der Entwicklung meiner eigenen Programme an verschiedenen Stellen orientiert, so etwa bei der 
Forderung nach Minimallängen der analysierten Sequenzen (Bakewell, et al. 2007; Davies, et al. 2015) 
oder bei der Einbindung des Programms GBLOCKS (Talavera and Castresana 2007) für das Filtern 
problematischer Alignierungsspalten (Seim, et al. 2013; Roux, et al. 2014) – wobei insgesamt 
festzustellen ist, dass diese Artikel oft heterogen sind, was ihre Methoden anbelangt. Eine andere wichtige 
methodische Quelle waren daher Empfehlungen der Literatur – so etwa bei der Art der Auswahl der zu 
alignierenden Isoformen (Villanueva-Canas, et al. 2013) oder bei der Wahl von PRANK (Loytynoja and 
Goldman 2008) als Alignierungsprogramm für nachfolgende Tests auf positive Selektion (Fletcher and 
Yang 2010; Privman, et al. 2012). Darauf sowie auf stichprobenartigen, manuellen Inspektionen der 
Resultate aufbauend habe ich die Programme konzipiert, implementiert und ihre Standardeinstellungen 
feinjustiert. Ich habe mich dabei, wie im PosiGene-Manuskript beschrieben, vor allem auf die 
Minimierung der Falsch-Positiv-Rate konzentriert, was auch von der Literatur als das zentrale Problem 
angesehen wird (Mallick, et al. 2009; Markova-Raina and Petrov 2011).  
Die Gründe, die mich dazu bewogen haben, die für diese Arbeit entwickelten Programme entgegen der 
üblichen Vorgehensweise zu einer Software zusammenzuführen, um diese dann zu publizieren, sind mit 
dem möglichen Nutzen einer solchen Software für die Wissenschaft verbunden. Zunächst ist zu sagen, 
dass ich selbst wahrscheinlich nicht mit dem Schreiben der entsprechenden Programme begonnen hätte, 
wenn es zum damaligen Zeitpunkt bereits eine fertige Software-Lösung gegeben hätte. Das im PosiGene-
Manuskript erwähnte Programm POTION (Hongo, et al. 2015), die – wie es im entsprechenden Artikel 
zurecht heißt – erste Software zur genomweiten Identifizierung von PSGs, wurde erst veröffentlicht als 
meine Arbeit an PosiGene schon weit vorangeschritten war. Abgesehen davon kann POTION positive 
Selektion nicht zweigspezifisch detektieren, sondern ausschließlich für den gegebenen Baum insgesamt. 
Der Umstand, dass POTION damit die wohl am häufigsten verwendete Methode der genomweiten Suche 
nach PSGs nicht unterstützt, schränkt den praktischen Nutzen deutlich ein (siehe Manuskript I). Ein 
weiterer Grund für die PosiGene-Publikation war meine Erfahrung, dass es durchaus ein beachtlicher 
Aufwand war, die nötigen Programme zu implementieren, an dem – bei allem Respekt – wenig 
bioinformatisch geschulte Personen wahrscheinlich scheitern würden. Daraus folgte für mich, dass eine 
fertige Software-Lösung nicht nur Bioinformatiker-Kollegen entlasten, sondern auch den Kreis 
derjenigen, die in der Lage wären genomweit nach PSGs zu suchen erheblich erweitern kann – auf all 
jene, die einen Kommandozeilenbefehl ausführen können. Des Weiteren würde durch die Publikation 
einer Software auch ein Qualitätsstandard angeboten, dessen Gewährleistung, wie durch die hohen Falsch-
Positiv-Raten in den PSG-Vorhersagen einiger Veröffentlichungen deutlich wird (Markova-Raina and 
Petrov 2011, Mallick, 2009 #18), ebenfalls nicht trivial ist. Hinzu kommt, dass durch die Veröffentlichung 
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eines solchen Programms eine einfache Reproduzierbarkeit von Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen 
ermöglicht wird, die gegenwärtig nicht gegeben ist. 
Was für die PosiGene-Publikation (Manuskript I) im Vergleich zu anderen nicht veröffentlichten 
Programmsammlungen zur genomweiten Suche von PSGs hinzukommen musste, sind m.E. vor allem 
zwei Dinge: Zum Ersten war meine eigene Programmsammlung zu einer Software zu verbinden, die mit 
nur einem oder wenigen Kommandozeilenbefehlen zu bedienen, entsprechend dokumentiert sowie auf 
einer großen Zahl von Rechnersystemen ohne komplizierte Installation einsetzbar war. Zum Zweiten – 
und das war die deutlich größere Herausforderung – musste die Qualität der Software nicht nur durch den 
Einsatz bewährter bzw. von der Literatur empfohlener Methoden plausibel gemacht, sondern 
nachgewiesen werden. Das Problem dabei wird durch folgende ironische Frage der Literatur illustriert: 
„Könnten die echten Loci unter positiver Selektion bitte vortreten?“ ((Biswas and Akey 2006), von mir 
aus dem Englischen übersetzt). Damit wird auf den Umstand hingewiesen, dass kein Goldstandard 
existiert, anhand dessen man die Richtig- bzw. Falsch-Positiv-Rate einer PSG-Vorhersagemethode auf 
einem Realdatensatz zweifelsfrei bestimmen könnte. Aus diesem Grund werden Methoden wie der 
Zweig-Positionstest zumeist auf Basis simulierter Daten evaluiert. Bei solchen Simulationen werden i.d.R. 
zunächst eine Reihe von Sequenzen generiert, von denen eine jede entlang der Äste eines gegebenen 
Baums mutiert wird, sodass jeder Eingangssequenz an der Wurzel des Baums schließlich mehr oder 
weniger veränderte Sequenzen an den Blättern des Baums gegenüberstehen. Diese Sequenzen an den 
Blättern des Baums –  als das Endprodukt der simulierten Evolution –  werden dann aligniert und auf 
positive Selektion getestet. Da für die Mutation der Sequenzen entlang der Äste definierte 
Selektionsschemata zum Einsatz kommen, die z.B. positive oder negative Selektion ausdrücken, können 
richtige von falschen Vorhersagen im Nachhinein präzise unterschieden werden. Der Nachteil dieser 
Evaluierungsmethode ist, dass das in der Realität auftretende Problemspektrum nur begrenzt abgebildet 
wird. Das wird bspw. daran deutlich, dass Alignierungsprobleme zwar auf der einen Seite, wie in der 
Einleitung dargestellt, in realen genomweiten Untersuchungen die Hauptquelle für Falsch-Positive sind 
(Mallick, et al. 2009; Markova-Raina and Petrov 2011), Simulationen zur Evaluierung des Zweig-
Positionstests auf der anderen Seite i.d.R. aber von korrekten Alignierungen ausgingen (z.B. (Zhang, et al. 
2005; Nozawa, et al. 2009; Yang and dos Reis 2011; Gharib and Robinson-Rechavi 2013)).  D.h. konkret, 
dass im Rahmen der entsprechenden Evolutionssimulationen keine Insertionen oder Deletionen (InDels) 
in die Sequenzen eingefügt und die demzufolge gleich langen simulierten Sequenzen an den Blättern des 
Baums vor Anwendung des Zweigpositionstests durch schlichtes Untereinanderschreiben „aligniert“ 
wurden. Da auf diese Weise die Codons einer Alignierungsspalte immer in einer Homologiebeziehung 
zueinander stehen, sind Fehler in der PSG-Vorhersage durch Alignierungsprobleme so de facto 
ausgeschlossen. Aber auch wenn ein Simulationsmodell eingesetzt wird, das nicht nur Nukleotide 
substituiert, sondern auch InDels einfügt, und die so simulierten Sequenzen vor Anwendung des Zweig-
Positionstests einer tatsächlichen und mithin fehlbaren Alignierungsprozedur unterzogen werden, bleiben 
in der Realität auftretende, mögliche Problemquellen unberücksichtigt, z.B. falsch vorhergesagte Exons, 
die Existenz von Paralogen und Pseudogenen, Assemblierungsartefakte wie chimäre Sequenzen etc. Es 
existiert keine Simulationsmethode, die derartige, in Realdaten auftretende Herausforderungen für die 
Untersuchung positiver Selektion abzubilden vermag. Der Aufwand, der für die Entwicklung einer 
solchen Methode betrieben werden müsste, würde den der Entwicklung von PosiGene wahrscheinlich 
übersteigen. Hinzu kommt, dass auch im Rahmen verfügbarer Simulationsmethoden eine Reihe von 
Annahmen gemacht werden müssen, z.B. über die Längenverteilung der einzufügenden InDels, über die 
Häufigkeit ihres Auftretens oder die Stärke und die Verteilung des simulierten Selektionsdrucks. Dabei 
besteht zumindest die Gefahr, dass die Realität durch die Festlegung solcher Parameter nur unzureichend 




widergespiegelt wird. Eine andere Möglichkeit der Validierung wäre PSGs auf einem realen Datensatz zu 
bestimmen und die Ergebnisse mit denen bereits existierender Studien zu vergleichen. Zwar existieren, 
wie bereits mehrfach erwähnt, viele Artikel, die positive Selektion untersuchen – allerdings in den meisten 
Fällen nicht mehr als einer pro untersuchtem evolutionären Zweig. Da sich die Güte anderer PSG-
Vorhersagemethoden ebenso wenig einschätzen lässt, wie die der eigenen Methode, wäre ein Vergleich 
mit den Ergebnissen nur einer anderen Studie aber wenig aussagekräftig.  
Um der im vorhergehenden Absatz beschriebenen Problemlage angemessen zu begegnen, habe ich eine 
komplementäre Validierungsstrategie entwickelt: Zum einen habe ich die Richtig- und die Falsch-Positiv-
Rate der Vorhersagen auf Basis von Simulationen bestimmt, die auch InDels modellieren, sodass ein 
Potenzial für Alignierungsprobleme grundsätzlich gegeben war, und mich bei der Festlegung der 
Parameter der Simulation soweit als möglich auf empirische Werte aus der Literatur gestützt. 
Beispielsweise habe ich das Verhältnis von Substitutionen zu InDels auf 43:1 festgelegt, weil dies dem in 
den kodierenden Sequenzen von Primaten gefundenen Verhältnis entspricht (Chen, et al. 2009). Zum 
anderen habe ich PosiGene auf Realdaten validiert, indem ich die PSG-Vorhersagen von PosiGene mit 
denen mehrerer anderer genomweiter Untersuchungen positiver Selektion verglichen habe. Die 
zugrundeliegende Annahme ist, dass PSGs, die von mehreren Studien unabhängig voneinander gefunden 
wurden, verlässlicher sind als solche, die nur von einer Studie vorhergesagt werden. Als 
Untersuchungsgegenstand bot sich der Mensch an, da der entsprechende evolutionäre Zweig einer der 
wenigen ist, die von verschiedenen Arbeitsgruppen auf Basis von Speziesvergleichen genomweit nach 
PSGs abgesucht wurden.  
Im Ergebnis wurde durch die Validierung auf den simulierten Daten demonstriert, dass PosiGene PSGs 
mit einer sehr geringen Falsch-Positiv-Rate (0,3-0,4%) vorhersagt. Dies entspricht einem Bruchteil der 
aus der Literatur bekannten Falsch-Positiv-Rate auf ungefilterten Daten (2,1-13%, (Fletcher and Yang 
2010)). PosiGene‘s strikte Filtermechanismen unterdrücken also Falsch-Positive effektiv. Zwar war dies, 
wie zuvor beschrieben, das Hauptziel bei der Implementierung gewesen – verlässliche statt vieler PSG-
Vorhersagen – dennoch stellte sich die Frage, inwieweit die niedrige Falsch-Positiv-Rate durch eine 
niedrige Richtig-Positiv-Rate erkauft war. Tatsächlich liegt PosiGene’s Richtig-Positiv-Rate auf Basis der 
Simulation (5,4-30,7%) im oberen Bereich dessen, was mit dem Zweig-Positionstest technisch maximal 
möglich ist (1,4-33,1%, (Fletcher and Yang 2010)). Die Filter-Mechanismen entfernen also nur wenige 
echte Signale positiver Selektion. Mit Blick auf die Anwendungen in dieser Arbeit ist trotzdem zu 
berücksichtigen, dass die von PosiGene detektieren PSGs auf der einen Seite zwar wahrscheinlich korrekt 
sind, aber auf deren anderen Seite nur einen Ausschnitt der tatsächlich vorhandenen positiven Selektion 
auf kodierenden Sequenzen repräsentieren. Die Ergebnisse der Validierung auf den Realdaten zeigen, dass 
zwei Drittel der von PosiGene auf dem Human-Zweig identifizierten PSGs von mindestens einer anderen, 
hochrangigen Studie ebenfalls vorhergesagt werden – die Hälfte der von PosiGene ermittelten PSGs 
werden sogar von zwei anderen Studien bestätigt. Auf Basis dieser Maßstäbe hat PosiGene im Vergleich 
von sieben genomweiten Untersuchungen positiver Selektion die jeweils niedrigste Falsch-Positiv-Rate 
(wenn also PSGs, die von nur einer Untersuchung identifiziert wurden, als Falsch-Positive definiert 
werden).    
PosiGene ist dazu gedacht mit der genomweiten Suche nach PSGs eine bereits beliebte und erfolgreiche 
Methode weiter zu verbessern, indem einerseits Schwellen für ihren Einsatz – wie das dazu nötige Wissen 
und der Aufwand an Arbeitszeit – weitgehend beseitigt werden und andererseits eine hohe Qualität der 
Ergebnisse garantiert wird. Das kommt vor allem jenem Ziel zu Gute, das, wie im dritten Kapitel 
dargelegt, das Ziel der meisten Arbeiten war, die diese Methode angewendet haben: PSGs mit 
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Änderungen von Phänotypen in Verbindung zu bringen, die auf bestimmten evolutionären Zweigen 
stattgefunden haben. Auf diesem Wege konnten durch die bisherigen genomweiten Untersuchungen 
positiver Selektion, wie in der Einleitung und im PosiGene-Manuskript beschrieben, Einsichten in 
evolutionäre Anpassungsprozesse und in die genetische Basis speziesspezifischer phänotypischer 
Eigenschaften gewonnen werden. Ich erhoffe mir, dass PosiGene zu weiteren derartigen Erkenntnissen 
beitragen kann, indem das Programm bspw. wie in dieser Arbeit als methodische Grundlage für Studien 
mit dem Fokus auf positive Selektion dient oder neben anderen Analysen im Rahmen von 
Genomprojekten eingesetzt wird.  
Mit Blick auf das Ziel PSGs mit evolutionären Veränderungen bestimmter Phänotypen zu assoziieren, 
sollen einige wichtige Einschränkungen benannt werden. Erstens, handelt es sich bei der Identifizierung 
eines Gens als PSG um eine auf einem Modell beruhende Vorhersage. Das Modell und seine Annahmen 
wurden im dritten Kapitel erörtert, ebenso wie der Umstand, dass viele Annahmen schwer zu überprüfen 
sind und in der Realität nicht immer zutreffen müssen. Dies möchte ich anhand von drei Beispielen 
illustrieren. Eine der grundlegenden Annahmen aller 𝑑𝑁/𝑑𝑆-basierten Methoden, einschließlich des 
Zweig-Positionstest, ist bspw., dass synonyme Substitutionen annähernd neutral selektiert werden, weil 
die Änderung eines Nukleotids einer kodierenden Sequenz, die nicht gleichzeitig eine 
Aminosäureänderung im kodierten Protein bewirkt, keine funktionelle Relevanz haben könne. Auf Basis 
dieser Annahme wird, wie in der Einleitung erläutert, die Rate der synonymen Substitutionen 𝑑𝑆 als 
Maßstab verwendet, um festzustellen ob die Rate der nicht-synonymen Substitutionen 𝑑𝑁 in signifikanter 
Weise beschleunigt ist, was ggf. als starkes Indiz für positive Selektion zu werten ist.  Obwohl die 
Annahme der funktionellen Irrelevanz synonymer Substitutionen generell plausibel und weit verbreitet ist, 
gibt es Hinweise darauf, dass zumindest einige spezielle Fälle nicht-neutraler Selektion synonymer 
Substitutionen existieren. So wurde Selektion synonymer Substitutionen z.B. mit der Effizienz der 
Transkription (Xia 1996) und des Spleiß-Vorgangs (Parmley, et al. 2006), mit der Effizienz (Carlini and 
Stephan 2003) und Genauigkeit (Zhou, et al. 2012) der Translation sowie mit der Stabilität der 
Sekundarstrukturen von DNA (Vinogradov 2003) und mRNA (Stoletzki 2008) in Verbindung gebracht. 
Eine weitere Annahme bei der genomweiten Anwendung des Zweig-Positionstests ist, dass 𝑑𝑆 zwar 
zwischen verschiedenen Genen variieren kann, aber über eine einzelne kodierende Sequenz hinweg 
konstant ist. Es wird also einerseits davon ausgegangen, dass verschiedene Gene in unterschiedlichem 
Maße vom evolutionären Hintergrundrauschen durch neutrale selektierte Substitutionen betroffen sein 
können und die jeweiligen 𝑑𝑁-Werte mit Hinblick auf die Detektion positiver Selektion auch 
entsprechend unterschiedlich bewertet werden müssen  Als Grund für das Variieren von  𝑑𝑆 zwischen den 
Genen wird die unterschiedliche mechanistische Anfälligkeit der die kodierenden Sequenzen 
beherbergenden Genombereiche gegenüber Mutationen angesehen – z.B. durch den GC-Gehalt oder den 
Replikationszeitpunkt des Bereichs in der S-Phase der Zelleteilung (Hodgkinson and Eyre-Walker 2011). 
Es existieren Hinweise darauf, dass sich diese Anfälligkeit gegenüber Mutationen innerhalb 100 kb großer 
Genombereiche kaum unterscheidet, dass bei der Betrachtung größerer Bereiche die Variation der 
Mutationsrate aber exponentiell zunimmt, bis bei ca. 10-15 Mb großen Bereichen keine entsprechende 
Autokorrelation mehr feststellbar ist (Gaffney and Keightley 2005). Die längsten humanen, 
proteinkodierenden Gene sind aufgrund vieler langer Introns über 2 Mb groß – z.B. DMD (Sakharkar, et 
al. 2004); allerdings sind auch 99% bzw. 84% der humanen, proteinkodierenden Gene kürzer als 500 bzw. 
100 kb (eigene Berechnung basierend auf den Daten von Ensembl BioMart, (Kinsella, et al. 2011)). 
Davon ausgehend wäre es also denkbar, dass 𝑑𝑆 entgegen den Modellannahmen in einigen Fällen über die 
kodierende Sequenz hinweg Schwankungen unterworfen ist. Dies könnte sowohl zu Falsch-Negativen als 
auch Falsch-Positiven Vorhersagen führen. Die letzte Annahme des Zweig-Positionstests, die ich hier 




besprechen will, besteht darin, dass sein zugrundeliegendes Modell zwar erlaubt, dass mehrere Nukleotide 
eines Codons auf einem Ast substituiert werden – aber nur nacheinander (∆𝑡 > 0) und nicht gleichzeitig 
(∆𝑡 = 0). Diese Annahme führt u.a. dazu, dass bei geringen 𝑑𝑁- und 𝑑𝑆-Werten häufig schon ein einziges 
Codon mit Austauschen an zwei oder drei seiner Positionen ausreicht, damit positive Selektion detektiert 
wird (sogenannter Suzuki-Effekt, Nozawa, et al. 2009). Der Grund dafür ist, dass es unter der Bedingung 
geringer Sequenzdivergenz als sehr unwahrscheinlich gelten darf, dass mehrere nicht-synonyme 
Substitutionen zufällig nacheinander das gleiche Codon betreffen (Yang and dos Reis 2011). Diese 
Schlussfolgerung gilt aber nicht, falls doch mehrere Nukleotide auf einmal ausgetauscht werden können. 
Wie häufig die soeben diskutierten Annahmen tatsächlich verletzt werden und inwieweit dies die 
Vorhersagen des Zweig-Positionstests beeinträchtigt ist weitgehend unerforscht. Unabhängig davon ist zu 
berücksichtigen, dass eine PSG-Vorhersage auch unter der Voraussetzung, dass die Annahmen zutreffen, 
eine durch den p-Wert ausgedrückte α-Fehlerwahrscheinlichkeit besitzt. Der endgültige Nachweis für die 
funktionelle Relevanz eines PSGs bzw. seiner positiv selektierten Positionen kann daher nur im Labor 
erfolgen.  
Selbst wenn die Sequenzänderungen von PSGs funktionell relevant sind, müssen sie nicht zwangsläufig 
mit den phänotypischen Veränderungen verbunden sein, die für diejenigen, die die Methode anwenden, 
am interessantesten erscheinen. Es ist davon auszugehen, dass auf vielen evolutionären Zweigen mehr als 
nur eine phänotypische Eigenschaft angepasst wird. So konzentriert sich diese Arbeit auf evolutionäre 
Sequenzänderungen, die für die Alternsrate relevant sein könnten, dennoch haben z.B. mit Blick auf die 
untersuchten Sandgräber-Zweige sehr wahrscheinlich Anpassungen hinsichtlich der ebenfalls auf diesen 
Zweigen entwickelten eusozialen und Untergrundlebensweise stattgefunden. Da die Evolution der 
Eusozialität bei Sandgräbern ein in der Literatur kontrovers diskutiertes Thema ist (Jarvis and Bennett 
1993; Burda, et al. 2000), haben wir neben dem Thema Alterung im entsprechenden Manuskript die PSGs 
auch in dieser Richtung interpretiert. Der Evolution der unterirdischen Lebensweise haben wir in diesem 
Artikel hingegen keine Aufmerksamkeit geschenkt. Ein PSG auf dem Silbermullzweig, das darin 
involviert sein könnte, ist z.B. HBB, das für eine Hämoglobinuntereinheit kodiert und somit essentiell für 
den Transport von Sauerstoff ist, dessen Konzentration in den unterirdischen Bauten der Sandgräber 
niedrig ist (Bennett and Faulkes 2000). Neben solchen phänotypischen Veränderungen wie sie gerade 
beispielhaft angesprochen wurden, ist auch denkbar, dass ermittelte PSGs mit subtileren evolutionären 
Anpassungen der Spezies assoziiert sind, derer wir uns schlicht nicht bewusst sind. 
Es ist wichtig sich klarzumachen, dass die Interpretation der PSGs in unseren wie in den anderen auf 
diesem Feld tätigen Arbeitsgruppen im Wesentlichen im Lichte des bereits zu diesen Genen sowie zu den 
betrachteten biologischen Prozessen vorhandenen Wissens durchgeführt werden. Das ist offensichtlich, 
wenn in unseren Manuskripten bspw. zu einzelnen PSGs alternsrelevante Erkenntnisse aus der Literatur – 
wie die Assoziation mit bestimmten Krankheiten – zusammengefasst werden. Das Gleiche trifft aber auch 
zu, wenn z.B. statistisch signifikante Anreicherungen der PSGs in alternsrelevanten funktionellen, 
biologischen Kategorien wie z.B. „Translation“ oder „Mitochondriale Biogenese“ berichtet werden, da die 
Voraussetzung für solche Tests eine Datenbank ist, in der entsprechende Erkenntnisse aus der Forschung 
abgelegt wurden. Das heißt zum einen, dass es wahrscheinlich ist, dass in den rohen, oft Dutzende oder 
Hunderte Einträge umfassenden PSG-Listen, die aufgrund dieser Größe zumeist nur in den Anhängen der 
jeweiligen Arbeiten publiziert werden, noch viele unerkannte genetische Grundlagen evolutionärer 
Anpassungen schlummern. Auf der anderen Seite ist es auch möglich, dass ein Gen obwohl es auf einem 
Zweig selektiert wurde, auf dem evolutionäre Veränderungen einer phänotypischen Eigenschaft 
stattgefunden haben, die zu dem passt, was man bislang über die Funktion des Gens weiß, es dennoch in 
Zusammenhang mit der Veränderung einer anderen Eigenschaft positiv selektiert wurde. Auch an dieser 
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Stelle könnten Experimente in vivo oder in vitro dabei helfen, die in silico Ergebnisse bzw. daraus 
abgeleitete biologische Hypothesen zu verifizieren.  
Daher ist es m.E. ein nicht unwesentliches Problem für das Feld der Untersuchung positiver Selektion, 
dass bislang kaum Beispiele existieren, in denen einzelne PSGs und ihre positiv selektierter Positionen im 
Labor gezielt auf ihre biologische Funktion hin untersucht wurden (Yokoyama 2013). Eines dieser 
wenigen Beispiele ist TRIM5α, das für einen Restriktionsfaktor kodiert, der Infektionen durch Retroviren 
entgegenwirkt. Das Gen ist positiv selektiert, sowohl auf anzestralen Primatenzweigen ebenso wie im 
Menschen als auch in einigen heute lebenden Affenarten. Es wurde gezeigt, dass ein 13 Aminosäuren 
langes Segment, das die mit Abstand höchste Konzentration positiv selektierter Positionen des PSGs 
enthält, verantwortlich für die meisten speziesspezifischen antiviralen Restriktionsaktivitäten ist. 
Insbesondere vermitteln Austausche an den positiv selektierten Positionen in diesem Segment die 
Restriktionskapazität des entsprechenden Rhesusaffenproteins gegenüber HIV und tragen somit sehr 
wahrscheinlich entscheidend zur Immunität der Rhesusaffen gegen HIV bei (Sawyer, et al. 2005). Auf der 
anderen Seite wurde gezeigt, dass Austausche an einer Reihe positiv selektierter Positionen in den 
Rhodopsinen – also in Sehpigmenten –  verschiedener Fischspezies keinen Einfluss auf das 
Lichtabsorptionsmaximum der entsprechenden Genprodukte haben (Yokoyama, et al. 2008). Es mag 
allerdings sein, dass die Effektgröße unter der damaligen Nachweisbarkeitsgrenze lag oder dass die 
Mutationen die Fitness in anderer Weise beeinflussen als durch die Veränderung des 
Absorptionsmaximums (Yang and dos Reis 2011). Weiter wurde durch gerichtete Mutagenese an den auf 
einem anzestralen Säugerzweig positiv selektierten Positionen des immunrelevanten Enzyms MPO 
(Myeloperoxidase) nachgewiesen, dass die entsprechenden Aminosäureaustausche essentiell sind für die 
Fähigkeit des Enzyms das starke Mikrobizid Hypochlorige Säure zu produzieren (Loughran, et al. 2012). 
Dass es nur wenige derartige experimentelle Folgestudien gibt, mag mehrere Gründe haben. Zum einen ist 
sicher der Aufwand solcher Studien zu berücksichtigen. Gerade was Experimente in vivo anbelangt, war 
das Erzeugen von genetisch veränderten Organismen mit gerichteten Punktmutationen bis zur Erfindung 
der CRISPR/Cas-Methode vor wenigen Jahren noch sehr zeit- und kostenintensiv (Wang, et al. 2013). 
Zum anderen existierte m.E. und existiert z.T. noch immer ein gewisser personeller und inhaltlicher 
Graben zwischen den Arbeitsgruppen, die bioinformatische Vorhersagen wie die Identifizierung von 
PSGs tätigen und den Gruppen, die die Expertise für entsprechende Laborexperimente haben, der nur 
allmählich überbrückt wird. Hinzu kommt, dass die genaue Kenntnis der positiv selektierten Positionen 
im jeweiligen Sequenzkontext sowie der Aminosäuren der verschiedenen Spezies an diesen Positionen, 
die Voraussetzung für weiterführende Experimente an einzelnen PSGs ist. Die meisten genomweiten 
Untersuchungen positiver Selektion haben diese Informationen aus ihren Ergebnissen aber nicht in 
entsprechenden Alignierungsvisualisierungen zusammengeführt oder diese zumindest nicht veröffentlicht. 
Unter anderem aus diesem Grund erstellt PosiGene automatisch solche Alignierungsvisualisierungen für 
jedes Resultat, sodass biologische Experten – nach Durchsicht der Visualisierungen der ihrer Meinung 
nach interessanten PSGs –  Hypothesen formulieren und basierend darauf ggf. Experimente planen 
können.    
7. Positive Selektion bei kurzlebigen Prachtgrundkärpflingen 
Die erste Anwendung der Programme, die später zu PosiGene zusammengefasst wurden, erfolgte im 
Rahmen der Genompublikation des Türkisen Prachtgrundkärpflings (N. furzeri, Manuskript II). Wie u.a. 
aus der 31 Namen umfassenden Autorenliste hervorgeht, war dies ein – jedenfalls verglichen mit den 
anderen in diese Arbeit eingebundenen Manuskripte – sehr umfangreiches Projekt (vgl. Übersicht der 
Manuskripte). Wie die meisten anderen Koautoren, hatte ich lediglich einen kleinen Ausschnitt des 




Gesamtprojekts zu verantworten. Mit der Veröffentlichung der Genomsequenz wurde vor allem das Ziel 
verfolgt, eine der entscheidenden Voraussetzungen für die Etablierung des Türkisen 
Prachtgrundkärpflings als Modellorganismus der Alternsforschung zu schaffen. Bspw. ist die 
Verfügbarkeit von Genom- bzw. Transkriptomsequenzen die Voraussetzung für viele bioinformatorische 
Analysen, wie z.B. für das Bestimmen differentiell exprimierter Gene oder für die Anwendung von 
Methoden aus dem Bereich der komparativen Genomik. Eine Reihe derartiger Analysen wurde in 
Manuskript II eingesetzt, um neben der Bereitstellung des Genoms als Ressource zusätzlich direkte 
Beiträge einerseits zur Alternsforschung zu leisten und andererseits eine Theorie zum genetischen 
Geschlechtsbestimmungsmechanismus des Türkisen Prachtgrundkärpflings zu entwickeln.  
Mein Hauptziel im Zusammenhang mit Manuskript II war es nach PSGs auf dem Zweig des Türkisen 
Prachtgrundkärpflings zu fahnden, um so Gene zu identifizieren, die relevant für die evolutionäre 
Anpassung seiner phänotypischen Eigenschaften, insbesondere der Lebensspanne, sein könnten. Das 
Gleiche habe ich außerdem für den Zweig des N. pienaari (Trivialname existiert nicht) durchgeführt, 
dessen durchschnittliche Lebensspanne mit 7,5 Monaten fast so kurz ist wie des Türkisen 
Prachtgrundkärpflings (6 Monate). Zur Detektion positiver Selektion auf diesen beiden Zweigen wurden 
die proteinkodierenden Sequenzen (CDSs) von N. furzeri und N. pienaari mit denen Arten der Gattung 
Nothobranchius verglichen, die eine höhere Lebenserwartung aufweisen. Hinzu kamen Sequenzen des 
gestreiften Prachtkärpflings (Aphyosemion striatum) als Vertreter der nächsten nicht-einjährigen, d.h. 
nicht dem für die Nothobranchius-Arten charakteristischen jährlichen Sterberhythmus unterworfenen, 
Verwandten der Gattung (durchschnittliche Lebensspanne > 3 Jahre, Manuskript II: Abbildung 7). Was 
die Generierung der Sequenzdaten anbelangt, war ich auf die Vorarbeit von Kollegen angewiesen, die 
Gehirnproben aller sieben Fischarten asservierten, RNA isolierten, RNA-seq durchführten, die 
Sequenzdaten zu Transkripten assemblierten und auf diesen jeweils die CDS identifizierten. Diese 
Datensätze habe ich benutzt und mit PosiGene analysiert 
Im Ergebnis wurden auf dem Zweig des Türkisen Prachtgrundkärpflings unter 11.748 Genen sieben unter 
positiver Selektion detektiert und auf dem Zweig des N. pienaari eines unter 5.576. Für die 
Alternsrelevanz zumindest eines Teils dieser Gene, spricht neben dem Umstand der positiven Selektion 
auf evolutionären Zweigen, auf denen sehr wahrscheinlich die Lebensspanne verkürzt wurde, zum einen, 
dass sich die Expressionshöhe von fünf dieser Gene in mindestens einem von drei Geweben des Türkisen 
Prachtgrundkärpflings während des Alterns signifikant verändert (Gehirn, Leber und Haut; 5 Wochen 
gegen 39 Wochen, Tabelle 1). Zum anderen sind zwei dieser Gene im Rahmen der Alternsforschung 
bereits bekannt: ID3 ist eine Schlüsselkomponente des TGF-β Signalwegs, der Entzündungen reguliert 
und mit mehreren alternsbedingten Krankheiten wie chronischem Leber- und Nierenversagen, 
neurodegenerativen Erkrankungen, Arthrose und Krebs assoziiert ist (Krieglstein, et al. 2012). Mit Hilfe 
biologischer Experten wurde zudem konkret ein Abschnitt des Gens hervorgehoben, an dem auf eine 
radikale Substitution an einer positiv selektierten Position eine 2 Aminosäuren lange Deletion folgt (siehe 
Abbildung 4D in Manuskript II). IKBIP befördert die Apoptose (Hofer-Warbinek, et al. 2004) und damit 
einen alternsrelevanten Prozess (Shen and Tower 2009), der im Alter beim Türkisen Prachtgrundkärpfling 
verstärkt induziert wird (Ng'oma, et al. 2014). 
Diskussion – Positive Selektion bei kurzlebigen Prachtgrundkärpflingen 
93 
 
Tabelle 1. Positiv selektierte Gene in Manuskript II. 
Gensymbol Differentiell exprimiert während des Alterns im Türkisen Prachtgrundkärpfling* 
Untersuchter Zweig: Türkiser Prachtgrundkärpfling 
IKBIP ↓ Haut 
BX511257 ↓ Gehirn 
ANKZF1 - 
DAGLB ↑ Haut 
ID3 ↑ Gehirn & Haut 
ANO4 ↑ Gehirn & Haut 
ZDHHC7 - 
Untersuchter Zweig: Nothobranchius pienaari 
CLCC1 - 
* 5 Wochen gegen 39 Wochen alte Türkise Prachtgrundkärpflinge; Gewebe: Gehirn, Leber, Haut 
Abseits von der Kernthematik dieser Arbeit habe ich für Manuskript II einen Beitrag zur Identifikation 
des wahrscheinlich geschlechtsbestimmenden Gens GDF6 geleistet.  Dazu habe ich die männliche und 
weibliche Sequenz der 339 Gene in der zuvor von Kollegen identifizierten geschlechtsbestimmenden 
Region verglichen und festgestellt, dass GDF6 das stärkste lokale Signal positiver Selektion enthält.  
Zeitgleich mit Manuskript II wurde in derselben Ausgabe des Journals Cell eine weitere 
Genompublikation zum Türkisen Prachtgrundkärpfling von einer Arbeitsgruppe aus Stanford 
veröffentlicht (Valenzano, et al. 2015). Keine der beiden Arbeitsgruppen war über die konkreten Inhalte 
der jeweils anderen Arbeit informiert. Nach der Veröffentlichung zeigte sich, dass die Gruppe aus 
Stanford ebenfalls positive Selektion beim Türkisen Prachtgrundkärpfling untersucht und die Ergebnisse 
aus dem Blickwinkel der Alternsforschung interpretiert hatte. Während wir in Manuskript II, wie 
dargestellt, sieben PSGs detektiert haben, wurden von Valenzano et al. allerdings mehr als 500 PSGs 
identifiziert. Die Frage, die ich nach der Lektüre des Manuskripts der Kollegen aus Stanford beantworten 
wollte, war: Wie ist dieser große Unterschied zu erklären? Aus dieser Fragestellung heraus entstand 
Manuskript III. 
Valenzano et al. hatten neben den CDSs des Türkisen Prachtgrundkärpflings, die sie im Rahmen ihres 
Genomprojekts, assembliert und annotiert hatten, ausschließlich öffentliche Daten verwendet, was die 
Vergleichsspezies angeht. Das führte, aufgrund des Mangels an verfügbaren, bereits sequenzierten 
Fischgenomen dazu, dass die am engsten mit dem Türkisen Prachtgrundkärpfling verwandte Spezies in 
der Analyse der Gruppe aus Stanford der Spiegelkärpfling (Xiphophorus maculatus) war. Der letzte 
gemeinsame Vorfahr des Spiegelkärpflings und des   Türkisen Prachtgrundkärpflings lebte vor ca. 50-70 
Millionen Jahren (Near, et al. 2012). Damit ist der der Spiegelkärpfling evolutionär weiter von den 
Nothobranchius-Arten entfernt als der in unserer Analyse als Außengruppe eingesetzte gestreifte 
Prachtkärpfling (Aphyosemion striatum).  
Der von uns untersuchte Zweig des Prachtgrundkärpflings (Abbildung 7, Zweig 6) ist mithin also nur ein 
Teilstück des – einen viel größeren Zeitraum überspannenden – Zweigs den Valenzano et al. untersucht 
hatten (Zweig 1-6). Daher konnte ich davon ausgehen, dass auch nur ein Teil der von Valenzano et al. 
identifizierten positiv selektierten Positionen tatsächlich spezifisch für den Türkisen Prachtgrundkärpfling 
(also Zweig 6) sein würden. Da mir die Sequenzen jener näher mit dem Türkisen Prachtgrundkärpfling 
verwandten Arten aus Manuskript II zur Verfügung standen, die die Kollegen aus Stanford noch nicht in 
ihre Analyse einbeziehen konnten, war ich in der Lage dies zu überprüfen. Die höhere phylogenetische 
Auflösung erlaubte mir, die Substitutionen an den von Valenzano et al. vorhegesagten positiv selektierten 
Positionen hinsichtlich ihres Auftretens im phylogenetischen Baum sehr viel genauer zu datieren, als es 




die Kollegen aus Stanford mit ihren Daten konnten. Dazu inspizierte ich vor allem jene PSGs, die 
Valenzano et al.im Haupttext erwähnt und dementsprechend als möglicherweise alternsrelevant 
interpretiert hatten (für ein konkretes Beispiel siehe Manuskript III: Abbildung 2).  
Die Frage der Alternsrelevanz ist allerdings zu trennen von der Frage, ob die positiv selektierten 
Positionen spezifisch für den Türkisen Prachtgrundkärpfling sind. Vielmehr ist es, wie in der Einleitung 
erläutert und aus dem phylogenetischen Baum im Zusammenspiel mit den Lebensspannen ersichtlich, 
sehr wahrscheinlich, dass es ebenfalls auf anzestralen Zweigen der Prachtgrundkärpflinge zu 
Verkürzungen der Lebensspanne gekommen ist (Abbildung 7, Zweig 2-5). Substitutionen, die allerdings 
schon auf dem Zweig des letzten gemeinsamen Vorfahren des Spiegelkärpflings und des gestreiften 
Prachtkärpflings stattgefunden haben (Abbildung 7, Zweig 1), sind hingegen mit sehr großer 
Wahrscheinlichkeit nicht alternsrelevant. Schließlich sind beide Spezies mit einer durchschnittlichen 
Lebensspanne von mindestens 30 Monaten für ihre Größe nicht kurzlebig (Margolis-Nunno, et al. 1986; 
Reichwald, et al. 2015) und die einjährige Lebensweise sowie die kürzeren Lebensspannen ist nach allem, 
was man weiß, erst in der Klade Prachtgrundkärpflinge entstanden (Furness, et al. 2015).   
 
Abbildung 7. Analysierte Zweige in Manuskript II, IV und Valenzano et al. Die Zweigbezeichnungen entsprechen der Notation 
aus Manuskript III, das die Ergebnisse von Manuskript II und Valenzano et al. (Valenzano, et al. 2015) vergleicht. In Klammern 
sind ggf. die Manuskripte angegeben, in denen die Zweige jeweils nach PSGs abgesucht wurden. Die in Manuskript IV 
untersuchten Zweige 2, 4 und 7 heißen in der Notation von Manuskript IV N, FKK bzw. PR. Links ist zur Veranschaulichung der 
Zweig dargestellt, der in Valenzano et al. nach PSGs abgesucht wurde, da dort der Spiegelkärpfling als nächstverwandte 
Vergleichsspezies zum Türkisen Prachtgrundkärpfling eingesetzt wurde. Die Monatsangaben rechts neben den Speziesnamen 
geben die durchschnittliche Lebensspanne der jeweiligen Art an (Margolis-Nunno, et al. 1986; Reichwald, et al. 2015). Rechts 
außen ist dargestellt, welche Arten in welchen Manuskripten in die jeweilige Analyse einbezogen worden sind. 
Im Ergebnis habe ich festgestellt, dass nur ein kleiner Bruchteil der Substitutionen an den positiv 
selektierten Positionen der von Valenzano et al. als potentiell alternsrelevant diskutierten PSGs im 
Türkisen Prachtgrundkärpfling stattgefunden hat (2 von 46, Tabelle 2). Anhand dieses 
Stichprobenresultats kann der große Unterschied in der PSG-Zahl der beiden Analysen weitgehend damit 
erklärt werden, dass die untersuchten Zweige nur dem Namen nach identisch sind, tatsächlich aber 
verschiedene phylogenetische Entitäten repräsentieren. Mit Blick auf die zweite Fragestellung – also der 
möglichen Alternsrelevanz – ist festzustellen, dass die deutliche Mehrzahl der Substitutionen an den 
positiv selektierten Positionen nicht nur in der Summe, sondern auch in jedem einzelnen der betrachteten 
PSGs auf Zweig 1 stattgefunden haben (Tabelle 2). Der Großteil der Substitutionen repräsentiert also 
Anpassungen, die vor der evolutionären Verkürzung der Lebensspannen stattgefunden haben. Die meisten 
dieser Signale positiver Selektion sind daher im Widerspruch zur Interpretation durch Valenzano et al. mit 
sehr großer Wahrscheinlichkeit nicht alternsrelevant. 
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Tabelle 2. Datierung der Substitutionen an den positiv selektierten Positionen der in Valenzano et al. 
als potenziell alternsrelevant diskutierten PSGs. 
Gensymbol Zweig 1 Zweig 2 Zweig 3 Zweig 4 Zweig 6 
Alignierungs-
/Sequenzprobleme Summe 
LMNA 2 0 0 0 0 0 2 
BAX 2 1 0 0 0 0 3 
XRCC5 6 0 1 1 2 0 10 
IRS1 2 1 0 0 0 0 3 
INSRA 10 0 0 0 0 0 10 
IGF1R 8 4 0 0 0 3 15 
FOXO1 1 0 0 0 0 0 1 
CEL 2 0 0 0 0 0 2 
MGAT5 Konnte nicht überprüft werden, da in unseren Transkriptkatalogen nicht vorhanden. 
C3 Konnte nicht überprüft werden, da in unseren Transkriptkatalogen nicht vorhanden. 
Summe 33 6 1 1 2 3 46 
Anmerkung: Die Zweignummern und Farben korrespondieren mit Abbildung 7. Zweig 5 ist nicht 
dargestellt, da keine Substitutionen auf ihn entfielen. 
Dieses Beispiel demonstriert wie wichtig die Auswahl der Vergleichsspezies in genomweiten 
Untersuchungen positiver Selektion mit Hinblick auf das zumeist verfolgte Ziel, die genetische Basis 
bestimmter phänotypischer Eigenschaften zu identifizieren, ist. Wir argumentieren in Manuskript III, dass 
eine Assoziation zwischen einem PSG und einer solchen Eigenschaft strenggenommen nur dann zulässig 
ist, wenn ein Schwestertaxon, d.h. eine möglichst nah verwandte Art bzw. Klade in der Analyse 
repräsentiert ist, die die Eigenschaft nicht teilt. Bspw. war mit Blick auf die Substitutionen an den positiv 
selektierten Positionen aus Valenzano et al. sogar zu erwarten, dass der Großteil von ihnen vor der 
evolutionären Verkürzung der Lebensspannen auf Zweig 1 stattgefunden hat. Schließlich ist Zweig 1 
deutlich länger als die Summe der Längen der Zweige 2 - 6. Vergleichbare Konstellationen lassen sich 
auch in anderen hochrangig publizierten, genomweiten Untersuchungen positiver Selektion finden, z.B. 
bei Kim et al., die positive Selektion beim Nacktmull untersucht und als nächstverwandte 
Vergleichsspezies die evolutionär weit entfernten Mäuse und Ratten verwendet haben (Kim, et al. 2011). 
Derartiges Vorgehen mag gerade bei älteren Arbeiten dem Umstand geschuldet sein, dass die Sequenzen 
besser passender Vergleichsspezies nicht öffentlich verfügbar waren und der Aufwand für eine eigene 
Sequenzierung als zu hoch eingeschätzt wurde. Gerade in Anbetracht der fortschreitenden Verbilligung 
von Sequenziervorhaben hoffe ich aber mit Manuskript III einen Beitrag dazu geleistet zu haben, dass 
dem m.E. für die Interpretation der Resultate entscheidenden Aspekt der Auswahl von Vergleichsspezies 
in Zukunft eine größere Aufmerksamkeit geschenkt wird als bisher.  
Auf der einen Seite hat Manuskript III zwar ein konzeptionelles Problem in der Arbeit von Valenzano et 
al. aufgezeigt, auf der anderen Seite hat es aber auch verdeutlicht, dass unser Manuskript II mit der 
Untersuchung von Zweig 6 nur einen kleinen Teil der evolutionären Lebensspannenverkürzung innerhalb 
der Nothobranchius-Klade abgebildet hat. Auf einigen anzestralen Zweigen der Klade wurde die 
Lebensspanne mit sehr großer Wahrscheinlichkeit mindestens ebenso stark verringert wie auf dem Zweig 
des Türkisen Prachtgrundkärpflings. Der Zweig-Positionstest ermöglicht es anzestrale Zweige ebenso zu 
untersuchen wie terminale, die heute lebende Spezies repräsentieren. Mit Manuskript IV habe ich daher 
gezielt auf jenen drei anzestralen Zweigen der Nothobranchius-Klade nach PSGs gefahndet, auf denen 
solche evolutionären Anpassungen der Lebensspanne am wahrscheinlichsten sind: Zum habe ich Zweig 2 
(Zweig N nach der Notation von Manuskript IV) – also den letzten gemeinsamen Vorfahren aller 
Nothobranchius-Arten – auf positive Selektion untersucht, um den Übergang zur einjährigen Lebensweise 
zu analysieren (Furness, et al. 2015). Zum anderen habe ich auf den Zweigen 4 und 7 (Zweig FKK bzw. 
PR nach der Notation von Manuskript IV) nach PSGs gesucht. Alle Nachfahren der durch diese Zweige 




repräsentierten anzestralen Spezies leben in einem Gebiet, das Teile Süd- und Zentralmosambiks umfasst. 
Die Zweige 4 und 7 repräsentieren daher unabhängige Anpassungen an dieselben historischen 
Klimaveränderungen, die während des durch die Zweige abgedeckten Zeitraums zu verstärkter 
Trockenheit in diesem Teil Afrikas geführt haben. Daher hielt ich es für möglich, dass die Anpassungen, 
die zur Verkürzung der Lebensspanne auf den jeweiligen Zweigen beigetragen haben könnten, an 
ähnlichen biologischer Mechanismen oder im Extremfall sogar auf den selben Genen stattgefunden haben 
könnten – auf Zweig 4 und 7 im Sinne paralleler und bei beiden im Verhältnis zu Zweig 2 als fortgesetzte 
Evolution.  
Im Ergebnis konnte ich auf allen drei untersuchten Zweigen funktionelle Anreicherungen der PSGs in 
verschiedenen Bereichen der mitochondrialen Biogenese feststellen, insbesondere für den Komplex I der 
mitochondrialen Atmungskette (auf Zweig 2 und 7) und für mitochondriale, ribosomale Proteine (MRPs) 
(Zweig 4 und 7). Es liegen bereits experimentelle Arbeiten vor, die daraufhin hindeuten, dass diese 
funktionellen Kategorien alternsrelevant sind. So ist die Expressionshöhe von Komplex I Genen negativ 
assoziiert mit der Lebensspanne von Türkisen Prachtgrundkärpflingen und Mäusen (Miwa, et al. 2014; 
Baumgart, et al. 2016). Außerdem wurde gezeigt, dass die chemische Inhibition von Komplex I die 
Lebensspanne von Türkisen Prachtgrundkärpflingen verlängert (Baumgart, et al. 2016) und dass 
Grönlandwale als langlebigste, bekannte Wirbeltiere eine im Vergleich zu ähnlich großen aber kürzer 
lebenden Walen niedrigere Komplex I Aktivität haben, die in niedrigeren ROS-Pegeln und geringeren 
oxidativen Schäden resultiert (Munro, et al. 2013; Gruber, et al. 2015). MRPs wiederum sind 
entscheidend für die koordinierte Synthese von mitochondrial und kernkodierten Komponenten der 
Atmungskette (mitonukleäres Gleichgewicht, (Houtkooper, et al. 2013)) – also u.a. auch für den Komplex 
I. Gleichzeitig gilt diese Koordination, wie in der Einleitung erläutert, selbst als evolutionär konservierter 
Langlebigkeitsmechanismus. Meine Ergebnisse unterstützen also die genannten experimentellen Arbeiten, 
die vorschlagen, dass eine kausale Verbindung existiert, zwischen Genen, die das mitonukleäre 
Gleichgewicht gewährleisten auf der einen und der Länge der Lebensspanne auf der anderen Seite. Die 
Unterstützung wird dadurch verstärkt, dass die erwähnten Anreicherungen auf mehreren Zweigen 
gefunden wurden, auf denen die Lebensspanne verkürzt wurde. Darüber hinaus wurden Anzeichen 
paralleler bzw. fortgesetzter Evolution – d.h. PSGs mit ähnlichen Funktionen – in nahezu allen Bereichen 
der mitochondrialen Biogenese gefunden: der Transkription mitochondrialer Gene, der Verarbeitung und 
Stabilisierung mitochondrialer mRNA, der Montage der Komplexe der Atmungskette sowie in den 
Untereinheiten der Komplexe selbst (siehe Manuskript IV: Abbildung 3). Mittels einer Monte-Carlo-
Simulation habe ich zudem gezeigt, dass die über die drei untersuchten Zweige hinweg identifizierten 
PSGs wesentlich öfter eine Funktion in einem der Bereiche der mitochondrialen Biogenese aufweisen als 
durch Zufall erklärbar wäre (p < 10-6). Auf Einzelgen-Ebene spricht für die These der parallelen Evolution 
auch der Umstand, dass neun Gene sowohl auf Zweig 4 als auch auf Zweig 7 als positiv selektiert 
detektiert wurden. Darunter sind bspw. mit TFB2M und POLRMT zwei von drei Genen, deren 
Genprodukte den ternären Komplex bilden, der das gesamte mitochondriale Genom transkribiert (Litonin, 
et al. 2010). POLRMT ist zudem eines von mehreren PSGs, die auch bereits auf Zweigen als positiv 
selektiert identifiziert wurden, die mit Langlebigkeit assoziiert sind – im konkreten Fall von POLRMT 
neben den Zweigen 4 und 7 in Manuskript IV auch auf dem Zweig der Bartfledermaus (Seim, et al. 2013). 
Das deutet auf die faszinierende Möglichkeit hin, dass durch – vermutlich gegensätzliche – Anpassungen 
an den gleichen Genen bzw. biologischen Mechanismen sowohl längere als auch kürzere Lebensspannen 
erreicht werden können. Für diese Möglichkeit spricht zudem, dass auf Ameisen-Zweigen mehrere PSG-
Anreicherungen im Bereich der mitochondrialen Biogenese – z.B. für Komplex I und die Untereinheiten 
des mitochondrialen Ribosoms – identifiziert und in Verbindung mit der 100-fachen Erhöhung der 
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Lebensspanne in Ameisen in Vergleich zu ihren solitär lebenden Vorfahren gebracht wurde (Roux, et al. 
2014).  
Die These, dass Anpassungen der Lebensspanne in beide Richtungen z.T. an den gleichen biologischen 
Mechanismen stattfinden, habe ich – als einen Teilaspekt – in Manuskript V wieder aufgegriffen. Dabei 
ging ich u.a. von einer Analyse der Genexpression der PSGs während des Alterns im Türkisen 
Prachtgrundkärpflings aus, die Teil von Manuskript IV war und die ihrerseits auf Ergebnissen aus 
Manuskript II beruhte, an deren Erzeugung ich nicht beteiligt war. Das wichtigste Resultat dieser Analyse 
war, dass der Expressionspegel der PSGs auf den drei untersuchten Zweigen während des Alterns 
signifikant häufiger steigt als fällt (Manuskript IV: Abbildung 5). 
8. Positive Selektion bei langlebigen Sandgräbern 
In Manuskript V habe ich PosiGene dann eingesetzt, um positive Selektion in Zusammenhang mit der 
Evolution von Langlebigkeit zu untersuchen. Dazu habe ich auf Zweigen von existierenden und 
anzestralen Nagetierspezies nach PSGs gefahndet, auf den die Lebensspanne wahrscheinlich verlängert 
wurde. Im Mittelpunkt stand dabei die Familie der Sandgräber (Bathyergidae). Wie im vierten Kapitel 
geschildert, weisen Grau-, Nackt- und Silbermulle wesentlich höhere Lebensspannen auf als aufgrund des 
Gewichts dieser Tiere im Verhältnis zu anderen Säugetieren zu erwarten wäre. Außerdem haben sie eine 
um ein Vielfaches höhere Lebenserwartung als etwa gleich große Nagetiere oder die nahverwandte 
Rohrratte (Tacutu, et al. 2013). Für diese Analysen habe ich im Unterschied zu den zuvor durchgeführten 
größtenteils auf öffentliche Daten zurückgriffen. Einige Schlüsselspezies, wie der Nacktmull und zwei 
Graumullspezies, wurden in unserer Arbeitsgruppe sequenziert. Wie bei Manuskript II haben dabei 
größtenteils Koautoren die Schritte durchgeführt, die zur Rekonstruktion der CDSs dieser Spezies 
notwendig waren. Die Assemblierung und CDS-Annotation für den Silbermull und die Rohrratte habe ich 
selbst übernommen, da für diese genomische Sequenzdaten vorlagen und das in unserer Gruppe 
entwickelte und zuvor stets genutzte Programm FRAMA (Bens, et al. 2016) für Transkriptomdaten 
ausgelegt ist. 
Insgesamt habe ich mit Manuskript V 341 PSGs auf elf mit Langlebigkeit assoziierten evolutionären 
Zweigen identifiziert. 20 Gene wurden dabei auf mehreren Zweigen als positiv selektiert detektiert, was 
wie schon zuvor bei den Prachtgrundkärpflingen darauf hindeutet, dass parallele Evolution 
möglicherweise nicht nur an ähnlichen biologischen Funktionen, sondern z.T. auch auf den gleichen 
Genen stattfindet. Bspw. wurde AMHR2 auf den Zweigen des Nackt- und Blindmulls als PSG detektiert. 
Die Kinasedomäne des entsprechenden Genprodukts enthält, basierend auf einer Studie mit 33 
Säugetieren, die größte Zahl Langlebigkeits-assoziierter Positionen (Semeiks and Grishin 2012). In der 
gleichen Domäne liegen auch 3 von 8 (Nacktmull) bzw. 2 von 3 (Blindmull) positiv selektierte 
Positionen. Ich habe zuvor geschrieben, dass in den meisten Fällen Vorwissen aus der Laborforschung 
nötig ist, um ein PSG als potenziell relevant für die Ausprägung eines bestimmten Phänotyps zu 
interpretieren. AMHR2 ist m.E. ein Beispiel dafür, dass der experimentellen Forschung durch mehrere 
unabhängige in silico Analysen in einzelnen Fällen sogar gänzlich neue Ansatzpunkte geliefert werden 
können. 
Wie in Kapitel 4 beschrieben, war Manuskript V nicht die erste Untersuchung von Sandgräberzweigen auf 
positive Selektion. Allerdings haben frühere Arbeiten (Kim, et al. 2011; Fang, Seim, et al. 2014; Davies, 
et al. 2015) jeweils nur wenige evolutionäre Zweige untersucht und hatten eine geringere phylogenetische 
Auflösung. So ist Manuskript V bspw. die erste Arbeit, die mit der Rohrratte einen Repräsentanten des 
Schwestertaxons als Vergleichsspezies einsetzt, was, wie in Manuskript III beschrieben, essentiell für die 




Aussagekraft derartiger Analysen ist.  Daher sind auch die Ergebnisse der verschiedenen Artikel zur 
positiven Selektion bei Sandgräbern kaum vergleichbar. Analog zur Konstellation von Valenzano et 
al./Manuskript II wurden in den verschiedenen Arbeiten de facto unterschiedliche phylogenetische 
Entitäten analysiert.  
Meine Ergebnisse von Manuskript V deuten darauf hin, dass die Verlängerung der Lebensspannen auf den 
analysierten Sandgräberzweigen maßgeblich durch Anpassungen, der antioxidantiellen Verteidigung 
gegen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und vor allem an vom mTOR-Signalweg regulierten Prozessen 
wie Translation, Autophagie, Entzündungssystem und mitochondrialer Biogenese erreicht wurden. Für 
diese in der Einleitung erläuterten, alternsrelevanten Prozesse habe ich in verschiedenen 
Zusammenhängen Anreicherungen der identifizierten PSGs nachgewiesen sowie konkrete Gene unter 
positiver Selektion aus der Perspektive der Alternsforschung interpretiert, die m.E. für eventuelle 
experimentelle Folgestudien in Frage kämen. Es folgen einige, wenige Beispiele. 
Als ein Beispiel für die Anpassung der antioxidantiellen Verteidigung möchte ich TXN anführen. TXN 
kodiert für ein Oxidoreduktase-Enzym, das u.a. für die Entgiftung von ROS wichtig ist, und wurde auf 
zwei anzestralen Zweigen als PSG detektiert – auf einem der beiden Zweige als Teil einer Anreicherung 
für Oxidoreduktaseaktivität. Die Überexpression von TXN verlängert die Lebensspanne von Fliegen 
(Umeda-Kameyama, et al. 2007) und möglicherweise von Mäusen (Mitsui, et al. 2002; Perez, et al. 2011). 
Ein Koautor hat die möglichen Auswirkungen der Substitutionen an den positiv selektierten Positionen 
auf Basis von Homologiemodellen analysiert. Demnach ist es wahrscheinlich, dass durch die 
Substitutionen die enzymatische Oxidoreduktaseaktivität von TXN und damit auch seine antioxidative 
Kapazität unter Bedingungen oxidativen Stresses beeinflusst wird (Manuskript V: Abbildung 3). Dies 
zeigt exemplarisch, wie anhand der von PosiGene erzeugten Alignierungsvisualisierungen biologisch 
relevante Hypothesen in Bezug auf die positiv selektierten Positionen einzelner PSGs formuliert und mit 
anderen Methoden weiterverfolgt werden können – in diesem Fall mit einer weiteren in silico Methode.  
Als Beispiele für Anpassungen am mTOR-Signalweg möchte ich zunächst einen Fall möglicher paralleler 
Evolution auf Paralogen nennen: RHEB, das für den direkten Regulator von mTOR kodiert und auf dem 
Nacktmullzweig als PSG identifiziert wurde, sowie sein Paralog RHEBL1, das auf dem Graumullzweig 
detektiert wurde. mTOR ist selbst ein zellulärer Schlüsselregulator, dessen Inhibition zu den am besten 
belegten Lebensspanne-verlängernden Eingriffen zählt (Kenyon 2010; Johnson, et al. 2013). Wie der 
Einleitung zu entnehmen ist, geht man davon aus, dass Alternsrelevanz von mTOR insbesondere ein 
Produkt der Regulation jener Prozesse ist, von denen ich in Manuskript V zeige, dass sie auf 
langlebigkeitsassoziierten Zweigen maßgeblich durch positive Selektion beeinflusst wurden. Mit Blick 
auf das Immunsystem ist bspw. die Vereinigungsmenge der PSGs über alle Zweige angereichert für die 
Entzündungs- und Verteidigungsantwort des Organismus. Was zelluläre Selbstreinigung durch 
Autophagie bzw. das Ubiquitin-Proteasom-System angeht, habe ich u.a. LAMP2 sowohl auf dem Nackt- 
als auch auf dem Blindmullzweig als PSG detektiert – ein weiterer Fall möglicher paralleler Evolution auf 
Genebene. Wird der alternsbedingte Abfall der Expression dieses Rezeptors für Chaperon-vermittelte 
Autophagie gezielt durch einen genetischen Eingriff ausgeglichen, findet ebenfalls der ansonsten zu 
verzeichnende Abfall der Autophagie-Aktivität nicht statt (Zhang and Cuervo 2008). Die gleiche Studie 
hat festgestellt, dass in der Folge die Menge der Zellschäden und die Organfunktion in den untersuchten 
Mäuselebern auf einem Niveau wiederhergestellt wurde, das vergleichbar mit dem von jungen Mäusen ist. 
Mit Blick auf mitochondriale Biogenese habe ich u.a. eine Anreicherung von PSGs mit Funktionen in der 
mitochondrialen Translation auf dem Silbermullzweig festgestellt – darunter u.a. mehrere MRPs. Weitere 
MRPs, mitochondriale mRNA-Prozessierungsgene und Komplex I Komponenten wurden auf 
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verschiedenen Zweigen des Baums detektiert (Manuskript V: Tabelle 1). Der Terminationsfaktor der 
mitochondrialen Transkription MTERF, den wir in Manuskript IV auf Zweig 7 als PSG identifiziert 
hatten, wurde in Manuskript V auf dem Nacktmullzweig detektiert  Die These, dass die mitochondriale 
Biogenese ein Prozess sein könnte, dessen Anpassung sowohl bei evolutionären Verkürzungen der 
Lebensspanne (mehrere Prachtgrundkärpflingzweige) als auch bei Verlängerungen der selbigen (Ameisen, 
Fledermäuse) eine entscheidende Rolle gespielt hat, wurde bereits in Manuskript IV aufgestellt und wird 
durch die Ergebnisse von Manuskript V gestützt.  
Wie bereits festgestellt wurde, war ein weiteres Ergebnis von Manuskript IV, dass der Expressionspegel 
der PSGs in Prachtgrundkärpflingen im Alter wesentlich häufiger steigt als fällt. Dieser Befund passt zu 
der in der Einleitung erläuterten evolutionären Alternstheorie der antagonistischen Pleiotropie, die 
vorhersagt, dass dieselben Gene, die in der Jugend vorteilhaft sind, in späteren Lebensphasen das Altern 
befördern (Williams 1957). Demzufolge wären die Anpassungen an den PSGs der Prachtgrundkärpflinge 
vor allem darauf ausgerichtet, ihnen ihr extrem schnelles Wachstum und ihre frühe Fruchtbarkeit zu 
ermöglichen – der Zusammenhang mit der Biogenese von Mitochondrien, als Dreh- und Angelpunkt des 
zellulären Energiestoffwechsels und Hauptaspekt von Manuskript IV, liegt auf der Hand. Wenn aber 
verstärkte Aktivität der PSGs – auf der Ebene der Proteinfunktion oder der Genregulation – zu kürzeren 
Lebensspannen führt, wäre anzunehmen, dass die Selektion auf Langlebigkeit eher mit einer Dämpfung 
ihrer Aktivität kompatibel ist, da es i.d.R. leichter ist Schäden zu vermeiden als sie zu reparieren. Diese 
Hypothese habe ich getestet, indem ich die Vereinigungsmenge der PSGs über die elf zur Langlebigkeit 
führenden Zweige von Manuskript V hinsichtlich der Richtung der Genexpression während des Alterns 
beim langlebigen Nacktmull und der kurzlebigen Ratte untersucht habe. Tatsächlich zeigten die PSGs eine 
signifikante Präferenz für niedrigere Expressionspegel während des Alterns beim Nacktmull und für 
höhere Expressionspegel bei der Ratte. Mit einer genaueren Betrachtung habe ich zudem nachgewiesen, 
dass es zu großen Teilen dieselben PSGs sind, die im Alter beim Nacktmull niedriger und bei der Ratte 
höher exprimiert werden als in der Jugend. Ausgehend von dem Resultat aus Manuskript IV wurde also 
gezeigt, dass die identifizierten PSGs in lang- und kurzlebigen Arten ebenso klare wie gegensätzliche 
Expressionsmuster während des Alterns aufweisen, die mit der Alternstheorie der antagonistischen 
Pleiotropie im Einklang stehen.  
Anschließend habe ich untersucht, ob – wie die obigen Resultate nahelegen – Verbindungen hinsichtlich 
der jeweils betroffenen biologischen Funktionen zwischen positiver Selektion auf der einen und der 
Veränderung der Genexpression im Alter auf der anderen Seite existieren. Es zeigte sich, dass vier der 
sechs biologischen Prozesse, die im Nacktmull am stärksten von Änderungen der Genexpression im Alter 
betroffen sind, sowohl alternsrelevant als auch von positiver Selektion betroffen waren: Zellatmung, 
Antwort auf oxidativen Stress, Eisenstoffwechsel und Translation. Weiter habe ich nachgewiesen, dass 
insbesondere jene PSGs, die im langlebigen Nacktmull im Alter höher und in der kurzlebigen Ratte 
niedriger exprimiert werden, in allen genannten Prozessen überrepräsentiert sind. Dies ist ein weiterer 
Hinweis darauf, dass diese PSGs auf eine antagonistisch-pleiotrope Weise mit alternsrelevanten Prozessen 
verbunden sind.  
Die Ergebnisse der Manuskripte IV und V unterstützen nicht nur zentrale Vorhersagen der Alternstheorie 
der antagonistischen Pleiotropie, sondern auch der darauf aufbauenden Hyperfunktionstheorie des Alterns. 
Diese geht, wie in der Einleitung erläutert, davon aus, dass ein in der Jugend nützliches, vom mTOR-
Signalweg gesteuertes Wachstumsprogramm in späteren Lebensphasen Schäden verursacht, die zum 
Verfall des Organismus führen würden. Übereinstimmend damit deutet meine Arbeit daraufhin, dass die 
evolutionären Veränderungen der Lebensspannen von Sandgräbern bzw. Prachtgrundkärpflingen 




maßgeblich durch Modifikation mTOR-regulierter Schlüsselprozesse wie mRNA-Translation, 
Autophagie, Entzündungen und mitochondrialer Biogenese verursacht wurden. 
9. Schlussbemerkungen 
Insgesamt unterstreicht meine Arbeit die Relevanz der im vorhergehenden Absatz genannten Theorien 
und Prozesse für die Alternsforschung. Sie vertritt dabei insbesondere die These, dass die Evolution von 
Kurz- und Langlebigkeit – mindestens in den untersuchten Spezies, aber möglicherweise auch generell – 
zu nicht unerheblichen Teilen kausal auf funktionell gegenläufige Anpassungen der gleichen biologischen 
Prozesse zurückzuführen ist. Was die Methode anbelangt, die meinen Resultaten zu Grunde liegt – die 
genomweite Suche nach positiver Selektion – so habe ich exemplarisch gezeigt, dass die Auswahl der in 
die Analyse einbezogenen Spezies entscheidend ist für die Vergleichbarkeit und Aussagekraft 
entsprechender Studien. Gleichzeitig habe ich diese Methode mit der Veröffentlichung des Programms 
PosiGene auch weiterentwickelt. PosiGene ist die erste öffentlich verfügbare Software-Lösung, die es 
ermöglicht PSGs genomweit auf beliebigen, vom Nutzer ausgewählten evolutionären Zweigen zu 
detektieren. PosiGene verringert den Aufwand und das Wissen erheblich, das zur Durchführung einer 
solchen Analyse nötig ist. Das Programm liefert verlässliche sowie reproduzierbare Ergebnisse, deren 
Hauptzweck m.E. darin besteht, dabei zu helfen die genetische Basis spezies- oder kladenspezifischer 
phänotypischer Eigenschaften aufzuklären. Im Rahmen dieser Arbeit habe ich PosiGene angewendet, um 
die Suche nach der genetischen Basis des Alterns bzw. besonders kurzer oder langer Lebensspannen zu 
unterstützen. Klar ist, dass meine Arbeit diese Suche weder beginnt noch beendet. Dennoch liefert sie mit 
den oben beschriebenen Einsichten zu möglicherweise beteiligten biologischen Prozessen sowie vor allem 
einer Reihe vielversprechender Genkandidaten wie z.B. ID3, RHEB, MTERF, POLRMT, TXN, AMHR2 
oder LAMP2 Ansatzpunkte für Folgestudien. Dabei bieten sich insbesondere die Substitutionen an den 
von mir identifizierten positiv selektierten Positionen der PSGs für die Untersuchung der Auswirkungen 
gezielter genetischer Eingriffe mit modernen Methoden wie CRISPR-Cas an. In diesem Sinne sehe ich 
meine Arbeit als einen Schritt auf dem Weg zu einem besseren Verständnis des Alterns, welches uns 
hoffentlich in nicht allzu ferner Zukunft erlaubt den alten Menschheitstraum der Verlangsamung dieses 







bspw.    beispielsweise 
ca.   circa 
CDS   Protein coding sequence (proteinkodierende Sequenz)
d.h.    das heißt 
DNA   Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
et al.   et alii (und andere) 
etc.    et cetera (und die übrigen Dinge) 
ggf.   gegebenenfalls 
HIV   Humanes Immundefizienz-Virus 
HZ   Hintergrundzweig 
IF   Impact factor (Einflussfaktor) 
InDels   Insertionen/Deletionen 
Kb   Kilobasen 
mRNA   messenger RNA (Boten-RNA) 
Mb   Megabasen 
PSG   positiv selektiertes Gen 
RNA   Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
u.a.   unter anderem 
usw.    und so weiter 
u.v.m.    und vieles mehr 
VZ    Vordergrundzweig 
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